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1. Panorama nacional de la producción aviar 
 
La industria avícola, tanto a nivel nacional como internacional, ha tenido un marcado 
crecimiento durante los últimos 20 años. De acuerdo a indicadores históricos, en el 
período 2000 - 2015, el consumo interno aparente de carne aviar en Argentina se 
duplicó, instalándose como la segunda carne más consumida con el 42,3 % del 
consumo cárnico per cápita, llegando a posicionarse a la fecha como el cuarto país con 
el mayor consumo de carne aviar a nivel mundial, luego de Estados Unidos, Uruguay e 
Israel (Ministerio de Agroindustria, 2018; Ministerio de Hacienda, 2019).  
Argentina ocupa el décimo lugar en cuanto a la producción de carne avícola y la 
exportación a nivel mundial. De acuerdo a datos preliminares, durante el período Enero 
- Diciembre 2019, la producción de carne aviar estimada a partir de la faena en 
establecimientos con habilitación nacional, provincial y municipal alcanzó 2.202 miles 
de toneladas, creciendo en un 6,4 % más que en el mismo período del año 2018. Lo 
mismo ocurrió con el valor de faena (miles de cabezas), el cual demostró un aumento 
del 6,4 %, respecto al año anterior. Estos valores fueron impulsados por el crecimiento 
del consumo interno y de las exportaciones, siendo la industria cárnica con el 
comportamiento más dinámico de los últimos años. Adicionalmente, se determinó un 
aumento del 2 % en el consumo aparente durante el mismo período (43,17 Kg / hab / 
año), respecto al 2018.  
En cuanto a las exportaciones e importaciones, hubo un marcado aumento del 35,5 %, 
mientras que las importaciones descendieron un 55,5 %, respecto al año anterior 
(Ministerio de Agricultura, Ganadería y Pesca, 2019).  La carne aviar argentina cuenta 
con una buena inserción en los mercados internacionales. Las exportaciones avícolas 
en el año 2019 se distribuyeron en más de 45 países, de los cuáles China, Alemania, 
Chile, Israel, Rusia y Hong Kong fueron los principales. Y se esperan todavía aumentos 
debido a que la peste porcina africana ha generado millones de bajas de cerdos, 
obligando a China a buscar fuentes alternativas para cubrir sus necesidades proteicas 
(Bolsa de Comercio de Rosario, 2019). En cuanto a las importaciones, Brasil y, en menor 
medida, España, Paraguay y Uruguay fueron los principales países a partir de los cuales 
se importó carne aviar (Ministerio de Hacienda, 2019).  
Todos estos valores denotan la importancia que tiene la industria avícola para el 
desarrollo productivo de nuestro país, la cual presenta grandes posibilidades de 
expansión, incluyendo la transformación de productos primarios (maíz y soja, 
fundamentalmente) y generando altas tasas de empleo en zonas rurales y urbanas. 
Argentina, siendo un país productor de granos por excelencia, está en una situación 




de las variables directamente relacionadas con las ganancias obtenidas en la cadena 
de producción avícola, ya que abarca el 70 % del costo total de la producción. Por este 
motivo, es necesario formular las raciones para proporcionar el balance correcto de 
energía, proteína y aminoácidos, minerales y vitaminas para el correcto crecimiento de 
los animales. Si la calidad física del alimento es deficiente, tendrá un efecto negativo 
sobre el rendimiento del animal (Molfese, 2019). Para nuestro país, es mucho más 
rentable exportar carne y huevos con un 10 % más de valor agregado que exportar los 
granos como tales. Por otro lado, la necesidad de proteínas de alto valor nutritivo es 
cada vez mayor en el mundo. La alta demanda genera una producción intensiva 
nacional que requiere el control de distintos contaminantes microbianos. Además, la 
exportación de productos avícolas requiere que éstos contemplen el control de 
enfermedades que afectan a la salud pública y al comercio internacional.  
 
2. Sanidad aviar y seguridad alimentaria 
 
Uno de los desafíos para lograr una mayor inserción en el mercado internacional es sin 
duda la mejora de la sanidad aviar. A pesar de que la Argentina posee un buen estándar 
sanitario general, mejores y mayores controles sanitarios favorecerían la demanda de 
mercados externos (Ministerio de Hacienda, 2019). Principalmente, se trata de controlar 
la incidencia de Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) ligadas, en este caso, 
a la producción avícola. Si bien la trazabilidad a lo largo de toda la cadena productiva 
asegura la calidad microbiológica del alimento, es primordial que la prevención de las 
ETA sea abordada desde la fuente inicial del  posible problema, esto es, comenzando 
desde la crianza de las aves (Gast et al., 2003; Doyle & Erickson, 2011). Las estrategias 
de intervención en granjas deben pensarse en dos instancias: una dirigida a la reducción 
de patógenos en el ambiente, y la otra dirigida a la disminución o eliminación de los 
patógenos en los animales. En referencia a esta última opción, el método más 
ampliamente utilizado para el control bacteriano es el uso de antibióticos en dosis 
subterapéuticas (Brooks, 2011). El uso y abuso de antibióticos en animales ha 
provocado problemas serios en la evolución de los perfiles de resistencia a antibióticos 
de diferentes bacterias patógenas causantes de ETA. Un claro ejemplo de esta situación 
ocurre en Canadá, donde se demostró que un aumento registrado en la resistencia a 
cefalosporinas de patógenos humanos, se correlacionaba con el uso extensivo de estos 
antibióticos en granjas de cría de pollos (Turnidge 2004; Webster 2009).  
Por lo tanto, la seguridad alimentaria se ha convertido en los últimos años en un tema 
central en la agenda de la industria de alimentos y de los organismos públicos de control 




involucradas en el tema, aún se registra un fuerte impacto sobre la salud de la población 
mundial que involucra fundamentalmente las ETA causadas por diversos 
microorganismos y toxoinfecciones causadas por hongos. Existe una demanda 
creciente a nivel global de seguridad alimentaria, en particular apuntando a mecanismos 
o estrategias de control en los inicios de la cadena de producción y elaboración de 
producto (Havelaar et al., 2010). De acuerdo a las altas cifras de consumo y comercio 
exterior puestas en juego en la producción de carne aviar, el foco de las ETA está puesto 
en aquellas directamente relacionadas con el consumo de productos avícolas 
contaminados.  
La intensificación de la industria avícola en los países en desarrollo y el uso imprudente 
de antibióticos en los sistemas de producción animal trae aparejados riesgos para la 
salud pública, debido al aumento de patógenos zoonóticos, como Salmonella y 
Campylobacter, y la diseminación de la resistencia a los antibióticos (van den Bogaard 
& Stobberingh, 1999; Singer et al., 2003; Adji et al., 2019). Adicionalmente, otras 
enfermedades entéricas de las aves de corral, como la coccidiosis y la presencia de 
micotoxinas causan enormes pérdidas económicas en la industria avícola (Williams, 
1999; Bera et al., 2010; Skinner et al., 2010). 
La campilobacteriosis es la enfermedad diarreica zoonótica más frecuentemente 
reportada en todo el mundo, con Campylobacter jejuni y C. coli como los principales 
agentes causales de la enfermedad (Humphrey et al., 2007; Horrocks et al., 2009; 
Bolton, 2015), siendo el pollo y los subproductos avícolas los principales alimentos 
fuente de este patógeno. Generalmente, Campylobacter no causa enfermedades en 
aves adultas y se considera un microorganismo comensal de la microbiota 
gastrointestinal; por lo que, una vez que coloniza con éxito algunas aves, se disemina 
rápidamente de forma asintomática por todo el lote y es difícil de rastrear (Horrocks et 
al., 2009). A pesar de que se han realizado muchos esfuerzos dirigidos a minimizar la 
contaminación con Campylobacter en aves de corral, no existen medidas de 
intervención efectivas y confiables para reducir el número de bacterias en el intestino de 
los pollos de engorde. 
En cuanto a la coccidiosis, es la enfermedad parasitaria protozoaria más importante de 
las aves de corral debido a su naturaleza ubicua, su alta tasa de resistencia a los 
medicamentos anticoccidios y las graves consecuencias económicas para las parvadas 
infectadas (Williams, 1999). La enfermedad es causada por diversas especies de 
protozoos de Eimeria que, al poseer un ciclo de vida intracelular, producen daño a lo 
largo de todo el intestino y afectan la productividad del animal (De Franceschi, 2019).   
Otra problemática causante de grandes pérdidas en la producción avícola corresponde 




aves (Filazi et al., 2017). Las micotoxinas son moléculas de bajo peso molecular que 
pueden resultar tóxicas para los animales. Son producidas como metabolitos 
secundarios por hongos de diferentes géneros, como Aspergillus, Penicillium y 
Fusarium. Las aflatoxinas, producidas principalmente por Aspergillus flavus y A. 
parasiticus (Yin et al., 2008), son las micotoxinas más investigadas ya que se han 
asociado con toxicidad aguda y carcinogenicidad en humanos y animales. Entre las 
aflatoxinas, la aflatoxina B1 (AFB1) es la micotoxina más tóxica y se clasifica como 
carcinógena para los humanos (IARC, 2012).  
Respecto a Salmonella, las infecciones provocadas por este patógeno producen 
enfermedades tanto agudas como crónicas en la producción avícola, lo cual se traduce 
en grandes pérdidas económicas (Herrera, 2018). Estas infecciones tienen gran 
importancia en la salud pública, siendo las aves de producción los reservorios más 
importantes causantes de salmonelosis, una de las principales ETA a nivel mundial. 
Esto lleva a controles rigurosos permanentes sobre los productores, por parte de las 
autoridades de salud pública, con el objetivo de asegurar la inocuidad de los alimentos 
derivados de esta producción (Swayne, 2013). En general, se suele dividir a las 
infecciones por Salmonella en tres grupos: pullorosis y tifosis, causadas por S. Pullorum 
y S. Gallinarum, respectivamente; paratifosis, causadas por varios serotipos móviles; y 
arizonosis, causada por S. enterica subsp. arizonae (Shivaprasad, 2000; Swayne, 
2013). La tifosis y la pullorosis son enfermedades septicémicas que afectan a las 
gallinas, entre otras aves de producción, cuyos serovares son altamente adaptados al 
huésped por lo que, raramente, se presenta la enfermedad en humanos (Herrera, 2018). 
La tifosis es una enfermedad septicémica aguda o crónica que usualmente afecta a las 
aves adultas (Shivaprasad, 2000; Barrow &Freitas Neto, 2011; Swayne, 2013). Mientras 
que S. Pullorum y S. Gallinarum son serotipos de S. enterica específicos de gallinas 
(Foley et al., 2007), S. Enteritidis y S. Typhimurium, son serotipos causantes de 
enfermedades paratíficas; bacterias móviles, no específicas de huésped.  Los aspectos 
relativos a la infección, como colonización del tracto digestivo e invasión de órganos 
internos, varían dependiendo de los serotipos involucrados (Swayne, 2013). Una 
característica de S. Gallinarum que le confiere una gran prevalencia en toda la industria 
avícola, es su capacidad de sobrevivir por un largo período de tiempo bajo condiciones 
adversas: se ha demostrado su viabilidad hasta por 3 meses en médula ósea de aves 
muertas y hasta 148 días en hígados congelados a -20°C; también es capaz de sobrevivir 
1 semana en heces infectadas dentro del galpón y hasta 3 semanas en las camas 
infectadas sin tratar (Orji et al., 2005; Pulido-Landínez, 2017). Inclusive, puede 
encontrarse y en el medio ambiente de incubadoras con deficientes procesos de limpieza 




de forma vertical o de forma horizontal, a través de huevos fértiles contaminados con 
materia fecal, donde los pollitos infectados se convierten en una fuente importante de 
infección para otros pollos en la planta de incubación. De allí que, la llegada de huevos 
fértiles contaminados a una planta de incubación se convierta en una de las principales 
fuentes diseminadoras de la enfermedad (Pulido-Landínez, 2017).  La resistencia de 
Salmonella, a los antimicrobianos es un tema actual de preocupación pública y ha 
ganado amplio interés científico en las últimas décadas (Aarestrup, 2015). Por lo tanto, 
es sumamente importante buscar estrategias que ayuden a disminuir la presencia de 
Salmonella en toda la cadena de producción aviar, a fin de evitar daños a nivel 
económico y en la salud humana. 
 
3. Usos y consecuencias de los antibióticos en producción aviar  
 
Mucho se ha hablado del uso de los antibóticos como promotores de crecimiento (APC) 
de animales destinados al consumo humano, del escaso control en su utilización y del 
riesgo sanitario de dicho uso. Existen numerosos estudios sobre su aplicación en 
producción de aves de corral y selección de bacterias resistentes (Angulo et al., 2000; 
Aarestrup, 2000; Butaye et al., 2003; Asai et al., 2005; Diarrassouba et al., 2007; Diarra 
& Malouin, 2014; Braykov et al., 2016). 
El uso de antibióticos en forma indiscriminada produjo la aparición de cepas bacterianas 
resistentes, proceso que se potenció por la capacidad de transferir dicha resistencia, 
incluso entre diferentes géneros y especies (Castanon, 2007; Marshall et al., 2011; 
Skariyachan et al., 2016; Mehdi et al., 2018; Kumar et al., 2019). Aunque las terapias 
con antibióticos controlan los microorganismos patógenos, también afectan a muchos 
microorganismos benéficos, originando trastornos en el equilibrio de la microbiota 
gastrointestinal (Salminen et al., 1998; Torok et al., 2011; Kers et al., 2018; Pluske et al., 
2018).  
Desde hace décadas, los antibióticos se han suministrado a los animales de granja 
(bovinos, ovinos, porcinos y aves) junto con la dieta con un doble propósito: prevenir y 
tratar cuadros bacterianos y, a su vez, favorecer el crecimiento de los animales (Barton, 
2000; Sinol Sen et al, 2011; The Pew Charitable Trusts, 2013). El uso de antibióticos, 
en dosis subterapéuticas en la industria aviar tiene varios beneficios, entre los que se 
destacan la disminución de la competencia por los nutrientes entre la microbiota nativa 
y la patógena, el descenso de metabolitos microbianos que afectan el crecimiento y la 
reducción de patógenos oportunistas y de infecciones subclínicas (Barton, 2000; Dibner 
& Richards, 2005; Lee et al, 2011; Torok et al., 2011; Singh et al., 2013). El antibiótico 




genera un efecto indirecto al mantener en concentraciones relativamente bajas a 
bacterias no benéficas.  
 
4. El rol de la microbiota intestinal en la salud y el rendimiento productivo de 
pollos broilers 
 
En la Figura 1 (Herrera, 2018) se presenta la totalidad de los órganos que conforman el 
tracto gastrointestinal de las aves. La microbiota presente a lo largo de todo el tracto 
varía, en composición y concentración, en cada uno de estos sectores/órganos 
(Danzeisen et al., 2011; Ballou et al., 2016).  
 
 
Figura 1. Tracto gastrointestinal de Gallus gallus domesticus. A. Pico; B. lengua; C. 
faringe; D. esófago; E. buche; F. proventrículo; G. ventrículo o molleja; H. hígado; I. 
vesícula biliar; J. páncreas; K. duodeno; L. yeyuno; M. divertículo de Meckel; N. íleon; 
Ñ. ciegos; O. tonsilas cecales; P. colon; Q. cloaca; R. bolsa de Fabricio. Imagen extraída 
de Herrera (2018). 
 
Sin embargo, las poblaciones de bacterias varían según la edad de los pollos y está 
influenciado por la dieta (Netherwood et al., 1999; Binek et al., 2000), así también como 
por muchos factores ambientales. Después de la eclosión, la colonización microbiana 
del tracto digestivo evoluciona muy rápidamente en un proceso denominado sucesión 
ecológica (Lan et al., 2005). El intestino delgado del pollito recién nacido es inmaduro y 
su desarrollo requiere cambios morfológicos, bioquímicos y moleculares. Estos cambios 
acontecen durante las 2 primeras semanas de vida, y los más trascendentes son los 
que suceden dentro de las 24 h después del nacimiento (Danzeisen et al., 2011; Londero 
2012; Ballou et al., 2016). Especies del género Lactobacillus comienzan a colonizar el 
intestino cuando los polluelos comienzan a alimentarse y se convierten en los 
organismos dominantes en el buche y el intestino delgado luego de 2 semanas (Guan 




comunidad microbiana cada vez más compleja (Van Der Wielen et al., 2002; Rinttila & 
Apajalahti, 2013) y cada región desarrolla un perfil microbiano propio, el cual queda 
completamente desarrollado cerca de los 40 días de edad (Gong et al., 2008; Stanley et 
al., 2014; Deusch et al., 2015; Kers et al., 2018). Cuando los animales se desarrollan en 
sistemas de producción extensivos o en forma silvestre, el aparato digestivo es 
colonizado naturalmente por la microbiota del medioambiente y se genera una simbiosis 
benéfica con el hospedador (Kurzak et al., 1998; Lutful Kabir, 2009). 
El tracto gastrointestinal (TGI) de los pollos contiene bacterias, hongos y protozoos, 
siendo las bacterias los microorganismos predominantes (Gabriel et al, 2006), con una 
concentración en el íleon de 108-9 UFC/g y en los ciegos de 1010-11 UFC/g (Mead, 1997; 
Pan & Yu, 2014; Sergeant et al., 2014). Se estima que el TGI de los pollos posee cerca 
de 1013 UFC y que entre el 10 y el 60 % de las bacterias han podido ser cultivadas e 
identificadas por métodos convencionales (Johansen et al., 2006).  
Las principales bacterias en el íleon son Lactobacillus, Enterococcus y Streptococcus 
mientras que en el ciego prevalecen los microorganismos anaerobios obligados (Lu et 
al., 2003; Apajalahti et al., 2004; Lan et al., 2005), siendo detectados, en mayor 
concentración, bacterias de la familia Clostridiaceae (Lu et al., 2003). En los sistemas 
de cría intensivos, la posibilidad de adquirir la microbiota autóctona natural está 
fuertemente disminuida, lo que conduce a que el intestino sea fácilmente colonizado por 
patógenos, entre los que se destacan Escherichia coli y Salmonella spp. La presencia 
de estos patógenos puede desencadenar respuestas inflamatorias, producir infecciones 
localizadas o sistémicas, o sintetizar toxinas (Londero, 2012). Si consideramos las 
pérdidas económicas que originan estos microorganismos patógenos en la producción 
aviar, es evidente el interés que puede motivar la manipulación de la microbiota intestinal 
como una estrategia para prevenir la colonización de enteropatógenos, así como para 
promover la salud y el rendimiento productivo de pollos parrilleros (Chambers & Gong, 
2011; Baltic et al., 2019; Yadav & Jha, 2019). 
 
5. Alternativas a los antibióticos como promotores de crecimiento  
 
Desde 2006, la Unión Europea instauró la total prohibición del uso de antibióticos como 
promotores de crecimiento en la alimentación animal (EFSA, 2007); sin embargo, en 
numerosos países de ingresos bajos y medianos, no existen regulaciones en cuanto a 
su uso (Van Boeckel et al, 2015). En 2014, los representantes de los países miembros 
de la Organización Mundial de Sanidad Animal (OIE), junto con los directores generales 
de la OMS y la FAO, se reunieron para debatir la manera de enfrentar los desafíos 




Compartiendo la misma preocupación, se encuentra el organismo de Vigilancia Europea 
del Consumo de Antimicrobianos Veterinarios (ESVAC, European Surveillance of 
Veterinary Antimicrobial Consumption), el cual recopila información sobre el uso de APC 
en los diferentes países que lo conforman (ESVAC, 2017). 
Siguiendo la tendencia general de los países de Europa, Norteamérica y gran parte del 
Sureste Asiático, los países de América del Sur, como Brasil, Argentina, Chile y 
Colombia, se dispusieron a debatir de forma más incisiva sobre el tema de la producción 
de animales libres de APC. En Argentina, la Secretaría de Promoción y Programas 
Sanitarios del Ministerio de Salud de la Nación, ha realizado una serie de consultas con 
expertos en la temática con el fin elaborar un plan integral de acciones que permitan 
reducir este fenómeno y controlar su impacto negativo. 
De estas consultas nace el plan Argentina Innovadora 2020 (Ministerio de Educación, 
Cultura, Ciencia y Tecnología, MINCyT). El Plan Nacional de Ciencia, Tecnología e 
Innovación (CTI), titulado Argentina Innovadora 2020, hace públicos los esfuerzos del 
Estado por impulsar el desarrollo inclusivo y la generación de valor en la producción 
argentina a partir de la CTI. La formulación de este Plan contó con la participación activa 
de actores del sector productivo y ONGs, científicos, tecnólogos, miembros del MINCyT 
y de ministerios sectoriales relacionados. El desafío fue identificar los principales rumbos 
a seguir, manteniendo a la vez espacios de flexibilidad para responder al dinamismo 
propio del sector, del país, de la región y del mundo; y uno de estos rumbos a seguir es 
la avicultura. 
Siguiendo con la misma línea de trabajo, el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad 
Agroalimentaria (SENASA, 2018),  bajo la Resolución-594-2015-SENASA, dispuso que 
“A partir del 2 de enero de 2019 quedan automáticamente dados de baja los registros y 
certificados de uso y comercialización de alimentos para animales con antibióticos, 
antiparasitarios o coccidiostáticos, sin perjuicio del cumplimiento de otros plazos que se 
establezcan por normas que regulen la materia, debiendo cumplirse con el plazo menor”. 
Adicionalmente, se dispone la baja de los registros de alimentos para animales que 
contengan antibióticos, entre el 1 de julio del 2020 y 1 de enero del 2022, dependiendo 
del tipo de antibiótico empleado.  
Sumado a la preocupación internacional respecto a su uso, la presencia de residuos de 
antibióticos en productos de origen animal destinados al consumo humano y en el 
medioambiente (Carvalho & Santos, 2016; Gonzalez Ronquillo & Angeles Hernandez, 
2017) y la demanda emergente del mercado de consumo de productos libres de residuos 
aditivos, generó la necesidad de buscar alternativas al uso de antibióticos como 




Al inicio de las actividades en producción aviar, el principal objetivo era obtener una 
mayor tasa de crecimiento y un mejor índice de conversión. Sin embargo, en los últimos 
años ha adquirido mayor relevancia el bienestar y salud de los animales, poniendo gran 
atención al medio ambiente y un mayor enfoque hacia las condiciones de alojamiento, 
composición del pienso y su manejo, donde la utilización de una serie de alternativas a 
los APC tiene un papel fundamental (Naeem et al., 2018; Yadav & Jha, 2019), sin 
desatender los beneficios tangibles que los productores avícolas deben percibir. Las 
alternativas no terapéuticas, que pueden reemplazar (en alguna medida) el uso de los 
APC son los probióticos, prebióticos, enzimas, ácidos orgánicos, inmunoestimulantes, 
bacteriocinas, bacteriófagos, fitobióticos, fitocidas, nanopartículas y aceites esenciales. 
Las sustancias bioactivas, como los prebióticos, fitobióticos, probióticos y simbióticos, 
tienen la capacidad de modular directamente la microbiota intestinal y afectar 
indirectamente el organismo del huésped, lo que las convierte en potenciales alternativas 
a los antibióticos. Estas se utilizan en la producción aviar, suplementadas en agua o 
alimento, o inyectadas in ovo (Attia et al., 2012; Kogut y Arsenault, 2016; Dunislawska et 
al., 2017). 
Los fitobióticos son derivados de plantas, hierbas y especias, utilizadas para mejorar el 
rendimiento animal. Han tenido mucho éxito debido a sus efectos positivos sobre el 
crecimiento, la mejora del sistema inmunitario y la reducción de la respuesta al estrés. 
Los resultados recientes mostraron que estos compuestos son una posible alternativa a 
los antibióticos (Windisch et al., 2008; Frankic et al., 2009; Toghyani et al., 2011; Ghasemi 
et al., 2014), promoviendo el crecimiento de los pollos de engorde (Toghyani et al., 2011; 
Ghasemi et al., 2014, Li et al., 2015). Aunque no se conoce completamente su modo de 
acción (Wati et al., 2015), se sabe que tienen una gran cantidad de componentes 
químicos con actividad antibacteriana y antioxidante (Platel y Srinivasan, 2004; Mabona 
et al., 2013). En los pollos de engorde, su eficacia depende del nivel de inclusión en el 
alimento y del período fisiológico del pollo (Mountzouris et al., 2011), donde se han 
observado mejores efectos en la mitad del período de crecimiento y finalizando la crianza. 
Otra alternativa a los APC son los ácidos débiles orgánicos, los cuales son utilizados 
como conservantes en la industria alimentaria para proteger el alimento de la 
proliferación bacteriana y fúngica (Kum et al., 2010). Estos ácidos son principalmente 
ácidos carboxílicos que llevan un grupo hidroxilo en el carbono alfa, como los ácidos 
málico, láctico y tartárico. Los ácidos orgánicos también pueden ser ácidos 
monocarboxílicos simples como los ácidos acético, fórmico, butírico y propiónico. La 
acción antimicrobiana de los ácidos orgánicos se debe al hecho de que los ácidos no 
disociados pueden difundirse a través de la membrana de las bacterias lipofílicas e 




1991). Algunos estudios (Nava et al., 2009; Hassan et al., 2010) demostraron que la 
adición de ácidos orgánicos a la alimentación de pollos de engorde promueve el 
crecimiento, la tasa de conversión de los alimentos y la utilización de los mismos. 
Adicionar ácidos orgánicos en el agua potable les confiere a los pollitos BB una 
protección eficaz contra la infección por patógenos como Salmonella y E. coli (Izat et al., 
1990; Chaveerach et al., 2004; Dittoe et al., 2018). También se ha encontrado que su 
consumo genera mejoras en la estructura de la mucosa intestinal de los pollos 
(Mohammadagheri et al., 2016) y favorece la estabilidad de la microbiota en el intestino 
(Nava et al., 2009). 
También se ha estudiado extensamente el uso de prebióticos en la alimentación para 
pollos. Estos son polisacáridos y oligosacáridos de cadena corta, no digeribles, de 
carácter benéfico para la salud del huésped debido a sus propiedades fermentables que 
estimulan el crecimiento y / o actividad de las bacterias en el íleon y el ciego (Gibson y 
Roberfroid, 1995). Los prebióticos no son digeribles por el huésped, aunque las 
bacterias intestinales comensales pueden metabolizarlos para producir ácidos grasos 
de cadena corta como propionato, acetato y butirato (Józefiak et al., 2008); además de 
generar cambios en la microbiota cecal, que conllevan beneficios respecto al 
crecimiento de los animales (Park et al., 2016). Los prebióticos confieren efectos 
positivos en la productividad avícola, contribuyendo a un tracto intestinal saludable y, de 
esta forma, postulándose como una buena alternativa a los antibióticos (Zhang et al., 
2005; Morales-Lopez et al., 2009,).  
 
6. Probióticos como alternativa a los APC 
 
Los microorganismos probióticos constituyen una alternativa que está siendo 
extensamente estudiada para disminuir el uso de los APC y, en un futuro cercano, poder 
sustituir completamente su uso como promotores de crecimiento. Estos se definen como 
microorganismos vivos que, administrados en cantidades adecuadas, confieren 
beneficios a la salud del hospedador (FAO/WHO, 2001). Para que un microorganismo 
sea designado como probiótico debe cumplir una serie de características, de acuerdo a 
FAO/WHO (2001): ser seguro para el animal, no causar enfermedad ni toxicidad; ser 
resistente al pH gástrico y a las sales biliares; tener capacidad de permanecer 
transitoriamente en el intestino para lograr una exclusión competitiva eficaz; tener 
capacidad de inhibir el crecimiento de patógenos tanto Gram positivos como Gram 
negativos. También son importantes sus características tecnológicas, como la 
estabilidad a procesos de producción, congelación/refrigeración, distribución y 




géneros Bifidobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, 
Pediococcus, levaduras de la especie Saccharomyces cerevisiae y esporas del género 
Bacillus spp. (Kabir et al., 2004; Mountzouris et al., 2007; Perić et al. 2009; Gaggia et 
al., 2010; Chaucheyras-Durand & Durand, 2010; Zhang et al., 2018). Al género 
Lactobacillus y Lactococcus se lo considera GRAS (Generally Regarded As Safe) por la 
Food and Drug Administration (FDA), mientras que los géneros de Streptococcus y 
Enterococcus contienen algunas especies oportunistas y patógenas (Salminen et al., 
1998). 
En aves de corral, las primeras experiencias en la implementación de probióticos fueron 
realizadas por Nurmi & Rantala (1973). En sus experimentos, se les administró la 
microbiota de aves adultas sanas a pollitos BB, confiriéndoles una mayor resistencia a 
la infección por Salmonella spp. Al presente, muchos estudios han contribuido con el 
desarrollo e implementación en el uso de probióticos en la producción avícola (Traldi et 
al., 2007; Vianna Nunes et al., 2012; Ezema, 2013; Zhang and Kim, 2014; Alagawany et 
al., 2018; Markowiak & Śliżewska,2018). A nivel global, la avicultura confía cada vez más 
en los probióticos debido a la obtención de resultados prometedores en cuanto a sus 
funciones beneficiosas para el ecosistema intestinal, y la industria de alimentos 
balanceados está adoptando cada vez más productos probióticos con distintas 
alegaciones beneficiosas. Se debe hacer mención que, en el mercado actual, hay 
productos probióticos en venta, pero ninguno es de uso exclusivo para pollos (elaborado 
a nivel nacional). 
 
7. Mecanismos de acción de los probióticos 
 
El efecto benéfico de los probióticos puede ser atribuido a uno o varios de los siguientes 
mecanismos de acción: 
 
A) Competencia por la adhesión a receptores del epitelio intestinal y por nutrientes. 
 
Se refiere a la capacidad de los microorganismos probióticos de competir con 
microorganismos patógenos por nutrientes y por un lugar en la luz intestinal para 
adherirse exitosamente al epitelio. Los microorganismos probióticos interactúan con los 
enterocitos, actúan como una barrera defensiva al impedir que el epitelio quede 
disponible para los patógenos, o crean un ambiente desfavorable para aquellos 
(Patterson & Burkholder, 2003; Nishiyama et al, 2014). Ciertos microorganismos 




a las adhesinas de la superficie celular que se encuentran en los agentes patógenos 
potenciales (Neeser et al, 2000).  
 
B) Producción de sustancias antimicrobianas. 
 
Los efectos inhibitorios de las bacterias probióticas sobre los patógenos pueden deberse 
a la producción de metabolitos como peróxido de hidrógeno (H2O2), diacetilo, 
bacteriocinas y ácidos orgánicos. El efecto bactericida del H2O2 se atribuye a su potente 
acción oxidante, capaz de destruir componentes celulares esenciales (Requena & 
Peláez, 1995). En el caso del diacetilo, inhibe el desarrollo de microorganismos Gram 
negativos al interactuar en el metabolismo de la arginina, impidiendo la utilización de 
este aminoácido (Jay, 1982). 
Las bacteriocinas son péptidos antibacterianos de bajo peso molecular sintetizados en 
el ribosoma, estables en rangos amplios de pH y resistentes a tratamientos térmicos. 
Pueden ser activas en contra de bacterias de la misma especie (espectro reducido), o 
de diferente género (de amplio espectro). Su mecanismo de acción está dirigido a la 
permeabilización de la membrana (pérdida del potencial de membrana, consumo de 
reservas energéticas celulares, disminución en la síntesis de DNA, RNA y proteínas) y 
la lisis celular (Yang et al., 2014). 
Los probióticos pueden, además, producir ácidos orgánicos como ácido láctico, acético 
y propiónico, que acidifican el medio intestinal y crean un ambiente hostil para el 
desarrollo de microorganismos potencialmente patógenos, los que reducen 
significativamente su velocidad de multiplicación y mueren al no encontrar un ambiente 
adecuado (Fuller, 1989). Se ha encontrado evidencia de la acción de ácidos orgánicos 
producidos por lactobacilos frente a diferentes patógenos como E. coli, S. typhimurium 
y C. perfringens (Murry et al, 2004; Foltz et al, 2017; Dittoe et al, 2018). 
  
C) Estimulación de la inmunidad innata y específica. 
 
La manipulación de la microbiota intestinal a través de la administración de probióticos 
puede estimular el sistema inmune de diversas maneras: generando una mayor 
actividad de macrófagos y una mayor capacidad para fagocitar partículas de 
microorganismos, incrementando la producción de inmunoglobulinas G y M e interferón 
γ, y aumentando los anticuerpos locales en las superficies mucosas (IgA) (Ahmad, 2006; 






8. Efecto de los probióticos en la producción de aves de consumo 
 
Los beneficios de la suplementación con probióticos se han visto reflejados en el 
rendimiento de pollos de engorde y mejoras de la salud con un aumento en la resistencia 
a patógenos intestinales tales como Salmonella, Escherichia coli y Clostridium 
perfringens (La Ragione et al., 2004; Banjeree & Pradhan, 2006; Higgins et al, 2007a, 
2007b, 2008). Este aumento en la resistencia a patógenos ha sido ampliamente 
estudiado por numerosos autores (Callaway et al., 2008). Ghareeb et al. (2012) 
estimaron el impacto de un inóculo probiótico constituido por Enterococcus faecium, 
Pediococcus acidilactici, Bifidobacterium animalis, L. salivarius y L. reuteri sobre 
Campylobacter jejuni. El tratamiento con probiótico redujo significativamente la 
colonización cecal por C. jejuni 8 y 15 días después del desafío. Asimismo, Cao et al. 
(2012) realizaron un desafío frente a Clostridium perfringens y demostraron que L. 
fermentum 2029 era capaz de regular la respuesta inmune de la mucosa intestinal y 
reducir la inflamación y la gravedad de las lesiones por enteritis necrótica en pollos 
parrilleros. Con el objetivo puesto en reducir la prevalencia de Salmonella en aves, se 
han publicado varios trabajos que emplean probióticos. Van Coillie et al. (2007) 
comprobaron que una combinación de L. reuteri y L. johnsonii administrada previamente 
en pollos desafiados con S. Enteritidis, logró disminuir 10 veces el título de bacterias en 
células de bazo, hígado y ciego comparado con los controles. Tellez et al. (2001) 
evaluaron el efecto protector en pollos parrilleros de un suplemento probiótico frente a 
un desafío con Salmonella sp. demostrando que la administración preventiva de este 
suplemento probiótico permitió disminuir la colonización de hígado, bazo y ciego en los 
pollos tratados. En otro estudio, un lote de pollos fue tratado con L. salivarius y 
Streptococcus cristatus por vía oral luego de haber sido desafiados con una mezcla de 
S. Enteritidis, S. Kentucky y S. Thyphimurium observándose una reducción en el 
recuento de Salmonella del 41 % comparado con los lotes control (Zhang et al., 2007). 
Resultados similares fueron hallados por Vila et al. (2009), y Higgings et al. (2007, 2010).  
Por otro lado, existen numerosos estudios que demuestran que los probióticos pueden 
aumentar indicadores productivos tales como el incremento de peso vivo y la conversión 
alimentaria de gallinas ponedoras (Kurtoglu et al., 2004; Yörük et al., 2004 Lan et al., 
2003; Sun et al., 2005; Timmerman et al., 2006; Mountzouris et al., 2007; Vicente et al., 
2007; Apata, 2008), e incluso mejorar la calidad del huevo (disminución nivel de 
colesterol, mejora del grosor de la cáscara, aumento del peso) (Kurtoglu et al., 2004; Xu 
et al., 2006). Esta mejora en los indicadores productivos debido a la administración de 
probióticos se puede correlacionar con las microestructuras en el intestino, tejido donde 




unidad de superficie y la reducción de la profundidad de las criptas (Cisek & Binek, 
2014). Por lo tanto, los probióticos mejoran la morfología del tracto intestinal, que 
conduce a una mejora en la absorción de los nutrientes, además de la serie de 
beneficios ya mencionados. Estos aspectos, como son la ganancia de peso corporal, 
conversión alimenticia (CA), reducción de la mortalidad y factor de eficiencia productiva, 
serán las características de desempeño que justificarán (o no) un cambio en la práctica 
de administración de probióticos en las aves de corral.  
Entre los efectos que producen las bacterias probióticas se ha descripto, además de la 
inhibición potencial del patógeno, la capacidad para inmumodular (Brisbin et al., 2010; 
Higgins et al., 2011). Sumado a estos beneficios, el uso de probióticos como promotores 
de crecimiento en la dieta de los animales no deja residuos en el medio ambiente o en 
el cuerpo del ave y no causa resistencia cruzada (Nepomuceno & Andreatti, 2000). 
Muchos trabajos han demostrado que especies del género Lactobacillus producen un 
desarrollo acelerado de la microbiota intestinal en pollos y pavos, proporcionando una 
mayor resistencia a infecciones por Salmonella spp. (Farnell et al., 2006; Higgins et al., 
2007a, 2008, 2010; Vicente et al., 2008). Las bacterias lácticas producen compuestos 
antimicrobianos, como los ácidos láctico, acético, fenilláctico, peróxido de hidrógeno, 
bacteriocinas y pueden competir con otras especies acidificando el medio y 
disminuyendo rápidamente los nutrientes (Gourama & Bullerman, 1995, De Muynck et 
al., 2004; Gerez et al., 2009, 2013; Cortez-Zavaleta et al., 2014). Aunque el uso de 
bacterias lácticas ha producido resultados alentadores in vitro, este trabajo debe ser 
extendido in situ a sistemas que involucren alimentos de humanos y de animales.  
 
9. Uso de probióticos a escala productiva 
 
Existen resultados que evidencian inconsistencias en el uso de estos productos a escala 
productiva que han sido contraproducentes para la implementación masiva y de rutina 
(Willis & Reid, 2008; Bitterncourt et al, 2011; Fajardo et al, 2012). 
 Estas inconsistencias en la eficacia de los probióticos pueden estar explicadas debido 
a varias causas.  
- El uso incorrecto de las cepas o especies utilizadas. 
- La formulación final del preparado (agregado de aditivos, entre otros factores) o 
los métodos de preparación. 
- La supervivencia de los microorganismos probióticos bajo las condiciones 
medioambientales del tracto digestivo. 
- El medio ambiente en donde las aves son criadas. 




- El estado inmunológico de los animales. 
- El linaje del pollo evaluado y su edad y  
- El uso concomitante o no de antibióticos en la rutina diaria de cría de animales 
de engorde (Fox, 1994; Jin et al., 1998).  
Rosmini et al. (2004) discute la importancia del aislamiento y selección de probióticos 
dirigidos a la producción de carne a partir del organismo o alimentos de animales en un 
ecosistema específico. Este hecho está relacionado con el concepto de co-evolución 
que es el fenómeno de adaptación evolutiva producida entre dos o varias especies, 
resultado de su influencia recíproca. Los cambios evolutivos de una especie resultan en 
una presión sobre el proceso de selección de las otras especies, cuyo resultado a su 
vez, da lugar a un proceso de contra-adaptación adquirida que influye en el devenir 
evolutivo de la primera especie (Proctor & Owens, 2000; Thompson 2001; Kwiatkowski 
et al. 2012). En la comunidad microbiana del tracto gastrointestinal se ve reflejada la co-
evolución con su animal hospedador y la dieta adoptada por éste. Así, cambios en la 
composición de la microbiota pueden tener efectos negativos o positivos en la salud 
integral del animal (i.e.: estado inmunológico, su crecimiento y maduración) (Hill 1982; 
Yegani & Korver 2008). Teniendo en cuenta el concepto anterior, el uso no selectivo de 
probióticos podría dar como resultado muy baja o nula eficiencia en el aumento de la 
producción. Esto ha sido atribuido al uso de probióticos procedentes de diferentes 
regiones geográficas o incluso de otras especies animales (Rosmini et al., 2004). Por lo 
tanto, es muy importante que la obtención de microorganismos a ser utilizados como 
probióticos dirigidos a la producción de carne se realice a partir de aislamientos de 
animales a los que va a ir dirigido.  
Otro factor que puede determinar la capacidad de colonización intestinal de los 
probióticos es el método de administración, lo cual tiene una injerencia directa sobre el 
éxito del tratamiento. Las vías de administración más utilizadas en pollos parrilleros son 
la inclusión en el agua de bebida, la incorporación en los comederos o el agregado a las 
raciones y la aplicación en dosis individuales. Algunos estudios indican que la 
vehiculización de los probióticos en el agua de bebida mejora la productividad (Eckert 
et al., 2010). Sin embargo, algunos pollos recién nacidos se niegan a beber el agua, por 
lo que el probiótico podría propagarse de manera desigual entre los individuos 
(Ghadban, 2002; Karimi Torshizi et al., 2010). Eckert et al. (2010) demostraron que la 
administración de un probiótico formulado con Lactobacillus spp. vehiculizado en el agua 
de bebida y el alimento, incrementa la ganancia de peso en pollos tratados con respecto 
a los controles. Sin embargo, la administración en alimento pelletizado no fue tan eficaz 




negativamente por las altas temperaturas empleadas durante el proceso de pelletización 
(Ghadban, 2002). 
La industria avícola es una de las más dinámicas y con mayor expansión a nivel mundial, 
y el motivo de esta expansión se debe al aporte de una proteína de alta calidad para el 
consumo humano y de los cortos tiempos de producción. La transición del uso de 
antibióticos con fines profilácticos/promotores de crecimiento a la implementación de 
probióticos requiere indefectiblemente que los productores avícolas perciban 
tangiblemente sus beneficios. Se han mencionado las virtudes que los probióticos 
poseen en cuanto a la reducción del número de bacterias potencialmente patógenas 
que pueden llegar a colonizar el tracto intestinal de los pollos de engorde, además de 
las mejoras en parámetros zootécnicos, como la ganancia de peso. El uso de los 
probióticos con el fin de disminuir los APC también traería consigo la posibilidad de 
disminuir la selección de resistencia a los antibióticos entre los microorganismos 
patógenos y la contaminación en el procesamiento en los mataderos, debido a la 
disminución de los patógenos asociados al tracto digestivo. 
Entonces, de acuerdo a lo expuesto, puede afirmarse que resulta de sumo interés el 
estudio de microorganismos autóctonos y la evaluación de su capacidad probiótica in 
vitro e in vivo como alternativa de suplementación de la dieta de los pollos parrilleros, 
en pos de mejorar la performance, la sanidad animal y la seguridad de los alimentos que 
a partir de ellos se obtienen.  
 
Las hipótesis de trabajo fueron formuladas a partir de la conjunción de lo expuesto 
anteriormente y las necesidades surgidas de la industria aviar. Las mismas se enumeran 
a continuación: 
1- Existe la posibilidad de aislar microorganismos de diferentes órganos del tracto 
gastrointestinal de pollos sanos, con propiedades probióticas. 
2- Es posible cultivar estos microorganismos en sustratos alternativos y económicos. 
3- Los microorganismos, dentro de sus propiedades probióticas, poseen la capacidad 
de inhibir enteropatógenos, como Salmonella sp. 
4- La aplicación de los microorganismos probióticos aislados en la alimentación animal 
permite reducir el uso de antibióticos promotores de crecimiento y obtener una mejora 
en la productividad. 
 
El objetivo general de esta tesis fue desarrollar un producto probiótico a partir de 
bacterias con características probióticas aisladas del tracto gastrointestinal de pollos 




disminuir/reemplazar el uso de los antibióticos como promotores de crecimiento en la 
cría de aves de corral. 
 
Cabe mencionar que esta tesis doctoral se realizó dentro del marco del proyecto PID 
2014-0049 “Producción de probióticos aviares para la República Argentina”. El objetivo 
central del proyecto PID 2014-0049 fue aislar, identificar y evaluar la capacidad 
probiótica de bacterias autóctonas del tracto gastrointestinal de pollos, teniendo en 
consideración su capacidad de inhibir bacterias patógenas (como Salmonella), parásitos 
y hongos toxigénicos presentes en la producción aviar. Adicionalmente, se planteó el 
estudio de las propiedades tecnológicas de los aislados microbianos, a partir de la 
evaluación de diferentes formas de preservación a largo plazo. En el marco de este 
proyecto y a fin de abarcar todos los puntos de vista planteados anteriormente, se 
realizaron tres tesis doctorales: por un lado, el aislamiento, identificación y 
caracterización antimicrobiana de los aislados frente a Salmonella, desarrollado por 
quien escribe; por otro lado, el estudio de la capacidad tecnológica de los aislados, 
realizado por la Ing Agr. Lujan Cejas; y el estudio de la capacidad antifúngica y 
decontaminante de micotoxinas de los aislados, a cargo de la Lic. Carolina Valiente 
Dimitruk. Si bien cada una de las becarias desarrolló su tema de forma independiente, 
todos los resultados fueron puestos sobre la mesa al momento de la toma de decisiones 
para el avance del desarrollo tecnológico que comprende este proyecto de investigación 
y desarrollo. Por lo que ciertos resultados / decisiones desarrollados en dichas tesis 
serán informados a fin de comprender globalmente la toma de decisiones que se fueron 












Esquema de Trabajo 
 
El proceso general de desarrollo de un producto probiótico puede proponerse 
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partir del tracto gastrointestinal de 
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- Aislar e identificar bacterias lácticas nativas de distintas zonas del tracto 
gastrointestinal de pollos de diferentes edades.  
 
- Estudiar la potencialidad probiótica de las bacterias aisladas mediante ensayos in vitro. 
 
- Estudiar la capacidad de las bacterias aisladas de crecer en medios de cultivo 
alternativos al medio de cultivo tradicional. 
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1.2 Materiales y Métodos 
 
1.2.1 Material de trabajo inicial 
 
El material de partida fueron 3 pollos de la línea genética COBB, de 10 (1 pollo) y 22 
días (2 pollos) de vida. El sacrificio de los animales se realizó, en forma aséptica, el 
mismo día de su llegada al laboratorio de Investigación de la Cátedra de Microbiología 
de la Facultad de Ciencias Exactas-UNLP. Los órganos de partida para realizar el 
aislamiento fueron buche, yeyuno-íleon y ciegos. 
Durante el proceso de aislamiento, se utilizó la siguiente nomenclatura de forma 
provisoria: para enumerar cada aislado bacteriano, se inició con una letra mayúscula 
que indicaba el órgano del cual correspondía el aislamiento (B: buche, Y: yeyuno-íleon, 
C: Ciego), seguido de un número dispuesto en forma consecutiva. 
 
 
1.2.2 Procesamiento de muestras 
 
A partir buche, yeyuno-íleon y ciegos, se realizó un raspado en esterilidad con espátula 
estéril y el material obtenido se suspendió en 5 ml de solución fisiológica (NaCl 0,9 % 
p/v). La suspensión se homogeneizó utilizando un vortex, considerándose ésta la 
dilución 1/10 y a partir de la misma se realizaron diluciones seriadas 1/100 y 1/1000. De 
cada dilución, se tomó una alícuota con ansa en anillo y se sembró en superficie por 
agotamiento en estrías sobre los medios de cultivo agar MRS, agar M17, agar SF y agar 
MRS suplementado con 6,5 % p/v de cloruro de sodio (NaCl) (Apéndice I). Las placas 
se incubaron a 30 °C durante 48 horas en condiciones de aerobiosis y anaerobiosis. Se 
seleccionaron colonias de cada placa, de acuerdo a su morfología macroscópica y 
microscópica (tinción de Gram) y se realizó el pasaje de cada colonia diferente a una 
nueva placa. Con el objetivo de asegurar la pureza de los aislados, se realizó un 2 ° y 3 
° pasajes por agar MRS, agar M17, agar SF o agar MRS suplementado con NaCl 6,5 % 
p/v (según corresponda) en las mismas condiciones de incubación (48 horas a 30 °C, 
exclusivamente en aerobiosis). 
Para preservar la colección de microorganismos aislados se realizó el crecimiento a 
partir de cada colonia aislada, en medio líquido, en incubación a 30 °C por 24 horas. 
Seguidamente se obtuvo el pellet bacteriano por centrifugación, el cual tuvo dos lavados 
sucesivos en solución de PBS estéril (Apéndice I) y se suspendió en diferentes 
sustancias crioprotectoras (leche estéril y glicerol 10 % v/v). Estos aislados se 
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conservaron en la colección de base a -80 °C en el laboratorio de investigación dentro 
de la Cátedra de Microbiología de la FCE- UNLP.  
La activación de los microorganismos congelados se realizó inoculando al 1% v/v en 5 
ml del medio de cultivo correspondiente. Transcurridas 24 horas de incubación a 37°C, 
se repica una vez más, conservando el mismo porcentaje de inóculo e incubando a 37°C 
por 24 horas. Los inóculos iniciales de trabajo para los ensayos se realizaron a partir del 
segundo repique, manteniendo la concentración del 1 % v/v respecto al volumen final 
del medio de cultivo. 
 
1.2.3 Identificación fenotípica de las cepas 
 
- Morfología de colonia 
Se observó la forma, el color, la opacidad y la consistencia de las colonias que crecieron 
en agar MRS, agar M17, agar SF o agar MRS suplementado con NaCl luego de 48 
horas de incubación a 30 °C en condiciones de aerobiosis o anaerobiosis, utilizando una 
lupa (Nikon, Kogaku, Tokio). 
 
- Prueba de catalasa 
En un portaobjetos se homogenizó una porción de colonia con una gota de agua 
oxigenada, observándose la producción o no de burbujas. La presencia de catalasa se 
determina por descomposición del peróxido de hidrogeno en agua y oxígeno, indicando 
un resultado positivo; de lo contrario, el resultado es negativo (Mac Faddin, 1980).   
 
- Tinción Gram y morfología al microscopio 
La morfología de cada colonia se estudió mediante Tinción Gram (Gram, 1884). Se 
extendió una porción de colonia en el centro de un portaobjeto de vidrio con una gota 
de agua destilada y se fijó con calor. Se tiño con la solución cristal-violeta (por dos 
minutos), se cubrió con Lugol (1 minuto) y se enjuagó con agua destilada. 
Posteriormente se realizó una decoloración con alcohol/acetona (durante 15 segundos), 
se enjuagó nuevamente con agua destilada y se dejó secar a temperatura ambiente. 
Por último, se le adicionó safranina (por dos minutos) y luego se enjuagó con agua 
destilada. La tinción Gram dependerá del espesor, la estructura física y la permeabilidad 
de la pared bacteriana. Las bacterias Gram (+) se tiñen de color violeta mientras que las 
bacterias Gram (-) se tiñen de rosado (Basualdo et al., 2006). 
La morfología y coloración se observaron en un microscopio óptico con un objetivo de 
inmersión 100 X (serie CX21, Olympus). 
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1.2.4 Resistencia a las condiciones del tracto gastrointestinal aviar in vitro 
 
Se evaluaron la tolerancia al pH estomacal y a la bilis, y resistencia al pasaje por el 
tracto gastrointestinal (TGI) in vitro. 
Se decidió trabajar con la cepa Lactobacillus plantarum CIDCA 83114, aislada del 
gránulo de kefir CIDCA AGK1 y perteneciente al cepario de la Cátedra de Microbiología 
FCE-UNLP, como cepa de referencia. Esta elección se basó en las siguientes razones: 
el grupo de investigadoras que forman parte del proyecto PID tienen amplia experiencia 
en la microbiología de alimentos, particularmente en el estudio de kefir, el cual es un 
alimento probiótico. Se han constatado las propiedades probióticas de esta bebida, 
desde su acción antibacteriana y antifúngica, hasta sus propiedades tecnológicas en 
cuanto a conservación por diferentes metodologías (secado spray, liofilización, etc.), 
donde las publicaciones más relevantes y las más recientes se mencionan a 
continuación: Garrote (1999), Golowzcyc et al. (2008), Hugo et al. (2008), Golowzcyc et 
al. (2010), Bolla et al. (2010), Kakisu et al. (2012), León Peláez (2013), Gamba (2015) y 
Moretti et al. (2018). Adicionalmente, aunque el kefir es considerado un alimento de 
consumo humano, también se ha evaluado su efecto en la producción de pollos 
parrilleros, tanto del producto completo como bacterias aisladas del mismo, entre las 
que se encuentra L. plantarum CIDCA 83114, de acuerdo a Correa Franco (2018). 
 
 
-Tolerancia a la bilis 
Se estudió la tolerancia a la bilis respecto al crecimiento en placa mediante el método 
ecométrico modificado, propuesto por Kociubinski et al. (1999). Esta determinación se 
realizó utilizando bilis de buey deshidratada (Britania, Buenos Aires, Argentina) y bilis 
fresca extraída de pollo. Para la obtención de bilis fresca, dos animales de 40 días de 
edad fueron sacrificados en condiciones de esterilidad. El contenido biliar se extrajo de 
la vesícula biliar con ayuda de una jeringa. 
Una alícuota de cada inóculo inicial bacteriano se sembró con ansa en anillo calibrada 
en estrías consecutivas (sin esterilizar el ansa) sobre una placa de Petri conteniendo 9 
ml de agar MRS adicionado de 1 ml de solución de bilis de buey al 5 % p/v o bilis fresca 
de pollo, esterilizadas por filtración (ver Figura 1). La concentración final de bilis en la 
placa fue de 0,5 % p/v que corresponde al valor encontrado en la región duodenal del 
tracto intestinal de los pollos (Hidayat et al., 2018). Simultáneamente, se utilizó como 
control positivo el crecimiento de la bacteria en el mismo medio de cultivo en ausencia 
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de bilis. Las placas de Petri se incubaron a 37 °C durante 24 a 48 horas. Para el análisis 
de los resultados, se comparó el crecimiento en la placa del control sin bilis respecto al 
crecimiento en el medio de cultivo con bilis. Se asignó al crecimiento un valor de 1 en la 
primera estría, de 2 en la segunda, 3 en la tercera, 4 en la cuarta y 5 en la quinta estría. 
Luego se sumaron los valores obtenidos, siendo 15 el valor máximo, indicio de un alto 
grado de resistencia a la bilis. En caso de obtenerse un menor crecimiento que en el 
control sin bilis, se le asignó un valor igual a la mitad del valor correspondiente para un 








Figura 1. Diagrama de siembra en estría para el método ecométrico 
 
- Tolerancia al pH estomacal  
Se evaluó la supervivencia de las cepas en condiciones de acidez (pH 3), durante 2 
horas a 41°C (valores de pH, tiempo y temperatura aproximados de la molleja del pollo) 
(Maragkoudakis et al., 2006). Se preparó una solución de PBS ajustada a pH 3 con HCl 
1N. Se suspendió una alícuota del inóculo inicial bacteriano en esta solución y se incubó 
por 2 horas a una temperatura de 41 °C en baño termostatizado. Se tomaron alícuotas 
del cultivo a los tiempos 0, 1 y 2 horas de incubación y se sembró en superficie en medio 
MRS. Las placas se incubaron a 37 °C por 24 a 48 horas. La supervivencia se comprobó 
al comparar el recuento de microorganismos viables obtenidos del inóculo, con las 
células sobrevivientes después del tiempo máximo de incubación (Gómez-Zavaglia et 
al., 1998); el porcentaje de resistencia (% R pH) fue calculado de acuerdo a la siguiente 
ecuación (Kociubinski et al., 1999): 
% R pH = [(UFC/ml) MRS pH3 x 100] / (UFC/ml) MRS (inóculo) 
 
-Resistencia al pasaje por el tracto gastrointestinal (TGI) in vitro 
Se utilizó el protocolo modificado según Musikasang et al. (2009). La metodología fue la 
siguiente: 
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1) A partir de un cultivo de cada bacteria en fase estacionaria, se realizaron dos lavados 
con PBS y se prepararon 10 ml de suspensión con una concentración entre 1 x 10 7 
UFC/ml y 1 x 108 UFC/ml (DO550nm 0,2). 
2) Se centrifugaron y suspendieron en 10 ml de jugo gástrico simulado (ver composición 
en Apéndice 1). Se incubó a 41 °C con agitación (200 rpm) durante 2 horas (tiempo 
medio de retención en el proventrículo y molleja). 
3) Se realizaron dos lavados con PBS, se separó 1 ml para realizar el recuento de 
microorganismos viables y se suspendió el resto, en 9 ml de jugo intestinal simulado 
(ver composición en Apéndice 1). Se incubó a 41 °C con agitación (200 rpm) durante 6 
horas (tiempo medio de retención en el intestino). 
4) Se realizaron dos lavados con PBS, y se realizó el recuento de microorganismos 
viables. 
La resistencia se evaluó en términos del recuento de lactobacilos viables en agar MRS, 
al tiempo inicial (t0) y posterior a la incubación durante 2 y 8 horas (tiempo total de 
permanencia en el TGI). Adicionalmente, se expresó como porcentaje de supervivencia 
(% supervivencia), de acuerdo a la siguiente ecuación: 
% Supervivencia= [Recuento final (t8) /recuento inicial (t0)]*100, donde recuento final 
(t8) es la concentración microbiana obtenida luego del pasaje sucesivo por las 
soluciones gástrica e intestinal simuladas. 
 
 
1.2.5 Extracción de ADN, identificación molecular y secuenciación 
 
A- Extracción de ADN 
Se evaluaron diferentes protocolos para lograr la extracción de ADN de los aislados, los 
cuales se detallan a continuación: 
 
-Uso de beads (Kalium Technologies SRL) 
1) Se tomó una alícuota de 1 ml de un cultivo microbiano overnight y se centrifugó a 
13.200 rpm por 4 minutos. 
2) El pellet obtenido se suspendió en agua farmacológica estéril y se adicionó 1 punta 
de espátula de beads, seguido de una incubación en baño termostático a 100 °C durante 
1 minuto. 
3) La suspensión se homogeneizó con vortex durante 30 segundos e inmediatamente 
se sumergió en hielo. 
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4) Se centrifugó a 13.200 rpm por 4 minutos y se conservó el sobrenadante a -20 °C 
hasta el momento de la amplificación. 
 
-Uso de beads previo a la extracción con el kit (Quick Protocol, Wizard® Genomic 
DNA Purification Kit) 
1) Se tomó una alícuota de 1 ml de un cultivo microbiano overnight y se centrifugó a 
13.200 rpm por 4 minutos. 
2) El pellet obtenido se suspendió en agua farmacológica estéril y se adicionó 1 punta 
de espátula de beads para favorecer la ruptura mecánica de la pared. Se realizó un 
pulso de 15 segundos en vortex y posterior centrifugación para eliminarlas. 
3) Se continuó con el protocolo especificado según el fabricante del kit de extracción 
utilizado. 
 
-Uso de resina Chelex® (Sigma-Aldrich) 
1) Se tomó una alícuota de 1 ml de un cultivo microbiano overnight y se centrifugó a 
13.200 rpm por 4 minutos. 
2) El pellet obtenido se lavó con agua miliQ estéril (Genbiotech, USA) y luego se 
centrifugó a 13.200 rpm por 4 minutos. 
3) Se le adicionó una alícuota de la resina quelante Chelex® para favorecer la 
separación de componentes por intercambio iónico. Se homogeneizó suavemente con 
un tip. 
4) Se incubó en un baño termostático a 56-60 °C durante 20 minutos y se homogenizó 
en vortex. 
5) Nuevamente se incubó en baño termostático a 100 °C durante 8 minutos. 
Posteriormente, se centrifugó a 14.000 rpm por 4 minutos y se conservó el sobrenadante 
a -20 °C hasta el momento de la amplificación. 
 
-Extracción con LiCl (Malamud, 2019) 
El LiCl se emplea como desestabilizante de la capa S que poseen ciertos lactobacilos, 
como Lactobacillus kefiri aislado de kefir (Garrote et al., 2004). 
1) Una alícuota de un cultivo microbiano overnight, se centrifugó a 13.200 rpm por 5 
minutos, se descartó el sobrenadante y se realizaron dos lavados con PBS.  
2) Se centrifugó nuevamente y se suspendió en 200 µl de LiCl 5 M.  
3) Se homogenizó en vortex durante 5 minutos interrumpiendo a intervalos, para 
asegurar el contacto entre el LiCl y el material.  
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4) Se centrifugó a 8.000 rpm por 5 minutos y se realizó un doble lavado del pellet con 
PBS, a fin de eliminar el LiCl. El sobrenadante se colocó en una membrana de celulosa 
con un tamaño de poro de 33 mm y se dializó por 24 horas sumergido en una solución 
de PBS, a fin de eliminar gradualmente el LiCl. Se centrifugó a 13.000 por 5 minutos y 
el pellet se suspendió en el buffer de siembra. La presencia de proteínas extracelulares 
se determinó por la técnica SDS-page. 
5) El pellet se suspendió en agua farmacológica y se incubó en un baño termostático en 
ebullición durante 5 minutos.  
6) Se centrifugó a 8.000 rpm por 5 minutos y el sobrenadante se conservó almacenado 
a -20 °C hasta la etapa de amplificación. 
 
B- Reacción en Cadena la Polimerasa (PCR) 
Para la amplificación de los fragmentos de ADN a secuenciar, se preparó una mezcla 
inicial de reacción o premix que consta de los reactivos básicos necesarios para la 
amplificación. 
En la Tabla 1 se presentan, los reactivos necesarios para realizar la amplificación de 
una muestra con un volumen final de 20 μl, según las indicaciones del proveedor. Los 
volúmenes varían según el número de muestras y el volumen final deseado. Tanto para 
la preparación del material como para la manipulación se utilizaron guantes de látex 
para proteger la muestra de las enzimas que degradan el ADN o de la contaminación 
con material extraño. 
 
Tabla 1. Composición de la mezcla de reacción para la reacción de PCR. El volumen 
de muestra de ADN utilizado fue 1 μl. 
 
Reactivos Volumen (μl) 
Buffer taqa 10X 0,2 
DMSO 0,1 
MgCl2 a (50 mM) 0,6 (3 Mm) 
dNTPsa (2 mM) 2,0 (0,2 mM) 
338Fb (100 mM) 2,0 (10 mM) 
518Rb (100 mM) 2,0 (10 mM) 
Taq polimerasaa 0,2 (1 U) 
Agua miliQ c.s.b 11,9 
 aProveedor (Productos Bio-Lógicos, Quilmes, Argentina) b proveedor (Genbiotech, USA) 
 
Los oligonucleótidos utilizados son específicos para Eubacterias (518R y 338F), los 
cuales codifican para la región V3 del ARNr 16S y poseen las siguientes secuencias: 
338F (5’-CCT ACG GGA GGC AGC AG-3’) y 518R (5’-ATT ACC GCG GCT GCT GG-
3’). Para determinar la presencia de Lactobacillus buchneri y Lb. kefiri (para los cuales 
se hizo SDS con el fin de determinar la posible presencia de proteínas de capa S), se 
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realizaron también reacciones de amplificación con los primers Gwiy-f y TREG-. La 
reacción de amplificación se llevó a cabo en una termocicladora Agilent technologies® 
Stratagene Gradient Cycler. El programa de ciclado utilizado fue el siguiente: 
1- Desnaturalización inicial: 95 °C, 2 minutos. 
2- Ciclos (n=25) de: Desnaturalización: 95 °C, 30 segundos. 
                                  Annealing: 57 °C, 40 segundos. 
                                  Extensión: 72 °C, 1 minuto. 
3- Extensión final: 72 °C,10 minutos. 
Se realizó una corrida electroforética de los productos de amplificación en gel de 
agarosa (1,2 % p/v) con agregado de bromuro de etidio (ver Apéndice 1) para constatar 
que la amplificación fuese exitosa, junto a un patrón de peso molecular de 1000 pb  
(Genbiotech, USA). Las bandas obtenidas fueron observadas en un transiluminador 
(Labnet®, DyNA Light Dual intensity UV, Estados Unidos). 
 
C- Secuenciación de los productos de PCR e identificación de los aislados 
Los amplicones obtenidos por PCR de los aislados fueron enviados para su 
secuenciación a Macrogen (Seul, Korea). A partir de las secuencias obtenidas, se 
obtuvo la secuencia consenso con el programa Bioedit y, posteriormente, se realizó la 
identificación por comparación con la base de datos del GenBank. Se utilizó el software 
BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) y se determinó el % de homología con cepas 
tipo depositadas en diferentes bancos. Su comparación con las secuencias disponibles 
en las bases de datos públicas permite asignar los aislados a una especie cuando el 
porcentaje de similitud de sus secuencias es superior o igual a 99 %. 
 
 
1.2.6 Adhesión a células intestinales Caco-2/TC-7 
1.2.6.1 Línea celular 
 
Se utilizó la línea celular humana Caco-2/TC-7 (pasaje 23 a 30). La elección de la línea 
celular se basó en estudios realizados por otros autores, en los cuales se evaluó la 
capacidad de adhesión celular de cepas autóctonas de pollos con esta línea, con el 
objeto de una futura aplicación en producción aviar (Messaoudi et al.,2012; Feng et al., 
2016). La composición de los medios de cultivo utilizados para el cultivo de las células 
se detalla en el Apéndice 2. Las células se mantienen congeladas en nitrógeno líquido 
en viales de 1 ml de medio DMEM completo, utilizando 5% de dimetilsulfóxido (Riedel-
de Haën AG, D-3016 Seelze, Alemania) como crioprotector. Para reactivarlas, se 
Capítulo 1: Aislamiento, caracterización probiótica e identificación de bacterias ácido 





descongeló un vial a 37 ºC, se centrifugó a 1.000 rpm durante 10 minutos para retirar el 
crioprotector, se resuspendieron las células en 1 ml de medio de cultivo fresco, y se 
cultivaron en una botella de 25 cm2 (Corning Costar Co., Cambridge, MA, USA) con 4 
ml de medio DMEM completo. El cultivo se mantuvo a 37 °C en estufa con atmósfera 
controlada (5% CO2 – 95% aire) cambiando el medio cada 2 días. A los 5-7 días, se 
obtuvo una monocapa confluente y se repicó a una botella de 75 cm2. 
En cada repique la monocapa se observó en un microscopio invertido para verificar la 
uniformidad y continuidad de la monocapa. Los repiques se realizaron de la siguiente 
manera: se descartó el medio ya agotado y se lavó la monocapa dos veces con PBS 
estéril, luego se colocó 10 ml de solución de tripsina (Tripsina 0,75 gr/l; EDTA 0,2 gr/l) y 
se llevó a la estufa a 37 °C durante 5-8 minutos. Cuando se observaron los primeros 
indicios de desprendimiento celular, se levantó la monocapa con ayuda de un scraper y 
se diluyó en 10 ml de DMEM para inactivar la enzima. Se centrifugó a baja velocidad 
durante 5 minutos, se descartó el medio y se reemplazó por medio DMEM fresco. Se 
tomaron 50 µl de la suspensión de células y se mezclaron con igual volumen de una 
solución de azul tripán (al 10 % v/v en PBS). Se realizó el recuento de células en una 
cámara de Neubauer contando solo aquellas células que se veían brillantes (es decir, 
que estaban viables). Se realizó la dilución apropiada para cada línea celular y se 
procedió a preparar las placas para los ensayos, ajustando la concentración a 2,5 x 105 
células / fosa. 
Para los ensayos, las células fueron sembradas en placas de 24 fosas (Corning Costar 
Co., Cambridge, MA, USA). A cada fosa se le agregó 0,5 ml de la suspensión de células 
correspondiente para cada línea. Las placas con células Caco-2/TC-7 se incubaron 7 
días (células en confluencia) a 37 ºC en una estufa de atmósfera controlada (5 % CO2 
– 95 % aire) cambiando el medio cada 2 días.  
 
1.2.6.2 Ensayo de adhesión a células intestinales Caco-2/TC-7 
 
Se realizó el estudio de la adhesión de lactobacilos a células intestinales in vitro, según 
el protocolo descripto por Golowczyc et al. (2007). 
La línea celular Caco-2/TC-7 es un clon de la línea de epitelio intestinal Caco-2, de 
origen humano y proveniente de adenocarcinoma de colon (ATCC HTB-37) (Fogh et al., 
1977). Esta línea celular desarrolla de forma espontánea, una diferenciación morfológica 
y funcional de tipo enterocitario en las condiciones estándar de cultivo (Pinto et al., 1983; 
Rousset, 1986; Meunier et al., 1995; Grés et al., 1998). Las células diferenciadas forman 
una monocapa de células polarizadas, presentando microvellosidades en su parte apical 
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y separándose del dominio basolateral por fuertes uniones estrechas, estado de 
diferenciación mantenido en el tiempo. Adicionalmente, este clon posee como 
importante ventaja un tiempo de duplicación de 24 horas (en comparación con las 34 
horas para la línea progenitora), lo que permite llegar a diferenciarse al cabo de 7 días. 
Se partió de un cultivo en fase estacionaria, el cual se centrifugó a 6.000 rpm por 8 
minutos y se descartó el sobrenadante. Se realizó un doble lavado del pellet con PBS 
estéril y se suspendió en DMEM de adhesión (Medio mínimo esencial de Eagle, 
modificado por Dulbecco; Apéndice 2), ajustando la concentración de trabajo a 1 - 2 x 
108 UFC/ml. 
Se realizó un doble lavado de la placa de células con PBS estéril, se adicionó la 
suspensión bacteriana y se incubó la placa por 1 hora a 37 °C en estufa de atmósfera 
controlada (5 % CO2 y 95 % aire). Pasado el tiempo de incubación, se descartó la 
suspensión líquida de las fosas y se realizó un doble lavado con PBS para remover 
bacterias no adheridas. Por último, se agregó 1 ml de agua destilada estéril y se incubó 
por 1 hora a 37 °C para favorecer la lisis celular. Se tomó el total del volumen de cada 
fosa y se realizaron diluciones seriadas. Se realizó el recuento en agar MRS del inóculo 
inicial y después del proceso de adhesión, considerando al recuento final como 
correspondiente a las bacterias adheridas a las células. 
Los resultados se expresaron como porcentaje de adhesión bacteriana (% A): 
% A = [concentración de bacteriana adheridas (UFC/ml) / Concentración bacteriana 
agregada a la fosa (UFC/ml)] x 100 
Los resultados expresados son la media de tres ensayos realizados en tres 
experimentos independientes.  
 
 
1.2.7 Crecimiento en diferentes medios de cultivo 
 
Se evaluaron cuatro medios de cultivo formulados y se compararon con los resultados 
obtenidos en medio MRS (tradicional para lactobacilos): medio A (ver Apéndice 1), 
medio C (ver Apéndice 2) permeado de suero (PS) (5 % p/v) (Arla Foods Ingredients 
S.A.). y PS (5 % p/v) suplementado con extracto de levadura (1 % p/v) (Biokar®), fuente 
importante de nitrógeno. De acuerdo a León Peláez (2013), el PS está compuesto 
principalmente por 3,33 ± 0,35 % de lactosa, 5,30 ± 0,2097 % p/p grados Brix y 0,0207 
± 0,0002 % de nitrógeno. 
El permeado de suero deshidratado en polvo se reconstituyó en agua destilada al 5 % 
p/v y fue esterilizado en autoclave durante 121 °C por 15 minutos. 
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Se partió de un cultivo microbiano en fase estacionaria en medio MRS (inóculo inicial de 
trabajo), el cual fue inoculado al 1 % v/v en 100 ml del medio de cultivo correspondiente 
y se incubó a 37 °C. Se tomaron alícuotas del cultivo a diferentes períodos de tiempo 
para determinar la concentración microbiana. Para ello se hicieron diluciones seriadas 
y recuentos en placas con agar MRS. Adicionalmente se hicieron medidas de acidez 
utilizando un pHmetro (Altronix®), hasta llegar a valor constante de pH.  Las curvas de 
crecimiento son el resultado del ensayo realizado por triplicado. 
 
 
1.2.8 Caracterización fenotípica de acuerdo al perfil de fermentación de azúcares 
 
A fin de ampliar la identificación a nivel molecular, se evaluó el perfil de fermentación de 
azúcares utilizando el kit API 50 CH (bioMérieux®, Francia) para la identificación de 
género y especie de lactobacilos. El mismo es un sistema estandarizado compuesto por 
una cámara de incubación (fondo y tapa) y una galería de 49 azúcares fermentables 
más una fosa como control de crecimiento. 
Se partió de un cultivo fresco de cada lactobacilo, del cual se tomó una alícuota y se 
centrifugó 5 minutos a 10.000 rpm. Se descartó el sobrenadante y se realizaron dos 
lavados con PBS estéril. La concentración de trabajo del inóculo se ajustó a un valor 
aproximado de 1 x 106 UFC/ml en el medio de siembra API 50 CHL. Se inocularon 130 
µl de la suspensión bacteriana en cada una de las 50 fosas, apoyando la punta de la 
pipeta en el borde de las mismas para evitar la formación de burbujas. Previamente, se 
depositó una gota de agua destilada estéril en cada uno de los alveolos del fondo para 
crear una atmósfera húmeda. Las galerías fueron incubadas a 37 °C y se realizaron 
lecturas a las 24 y 48 horas de fermentación.  
El resultado se evidenció por viraje del indicador presente en el medio de siembra 
(púrpura de bromocresol): positivo (amarillo) o negativo (azul/violeta). Los resultados 
dudosos (verdes) fueron considerados como negativos. 
La identificación de los cultivos se realizó de acuerdo a la tabla de identificación provista 
por el fabricante (bioMérieux®, 2007) y bibliografía adicional consultada (Embley et al., 
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1.2.9 Análisis estadístico 
 
Todos los resultados obtenidos son el promedio de experimentos realizados por 
duplicado o triplicado. Se presentan como los valores medios y sus correspondientes 
desviaciones estándar (DE). Todos los parámetros se analizaron con el programa 
estadístico GraphPadPrism versión 5.01 (GraphPad Software, San Diego, California). 
Se consideraron diferencias significativas los valores de p < 0,05. Para el ensayo de 
adhesión a células intestinales Caco-2/TC-7, se realizó el análisis de varianza (ANOVA) 
y test de Tukey de múltiples comparaciones. 
Nota: algunos resultados informados fueron realizados por otros integrantes del 
proyecto PID 2014-0049, en paralelo a esta Tesis. En esos casos, sólo se hará mención 
a los resultados obtenidos, haciendo referencia al autor.  
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1.3 Resultados y Discusión 
 
1.3.1 Obtención de microorganismos aislados 
 
A partir del aislamiento, se obtuvieron 59 aislados (ver Tabla 2), de los cuales el 24 % 
fue extraído de buche, el 29 % de la sección intestinal yeyuno-íleon y el 47 % de ciegos.  
Se observaron diferentes morfologías de colonias presentando distintos tamaños, color 
y forma. Más de la mitad de las colonias (53 %) fueron medianas y chicas, de coloración 
blanca, lechosa o mucosa. También se obtuvieron colonias transparentes y con bordes 
estrellados. En las placas que presentaron diferente morfología de colonia, se tomó una 
de cada tipo para la realización de las pruebas bioquímicas básicas que permitieron 
realizar una caracterización preliminar de las mismas. Todas las colonias fueron 
catalasa (-) y Gram (+). Se observaron al microscopio tres morfologías diferentes: 
bacilos, cocos y coco - bacilos. Estos datos se encuentran detallados en la Tabla 2. 
 
Tabla 2. Características fenotípicas de las colonias aisladas a partir del tracto 
gastrointestinal de pollos de 10 y 22 días de vida a partir de agar MRS, agar M17, agar 
SF y medio MRS suplementado con 6,5 % p/v de NaCl, en condiciones de aerobiosis y 
anaerobiosis. Todas las colonias obtenidas fueron Gram (+) y catalasa (-). 
      












Morfología de colonia  Morfología microscópica 
B1 Buche 22 Aerobiosis 
Colonia color blanca, 
brillante, con elevación y 
pequeño halo translúcido, 
redonda 
Bacilos medianos y cortos, 
engrosados 
B2 Buche 22 Aerobiosis Colonia tamaño pequeño, blanca, cerosa y redonda Bacilos cortos 
B3 Buche 22 Aerobiosis 
Colonia tamaño mediano, 
blanca, cremosa, 
redonda 
Bacilos medianos y cortos, 
engrosados 
B4 Buche 22 Aerobiosis 
Colonia tamaño mediano, 
blanca, cremosa, 
redonda 
Bacilos medianos y cortos, 
engrosados 
B5 Buche 10 Aerobiosis 
Colonia color blanca, 
brillante, con elevación y 
pequeño halo translúcido, 
redonda 
Bacilos pequeños 
B6 Buche 10 Aerobiosis Colonia traslúcida, rugosa redondeada Bacilos medianos 
B7 Buche 10 Aerobiosis 
Colonia translúcida, con 
centro negro (alta 




B8 Buche 10 Anaerobiosis Colonia color blanca, brillante, con elevación y Bacilos pequeños 
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pequeño halo translúcido, 
redonda 
B9 Buche 10 Anaerobiosis Colonia traslúcida, rugosa, redondeada Bacilos pequeños 
B10 Buche 10 Anaerobiosis 
Colonia color blanca, 
brillante, con elevación y 
pequeño halo translúcido, 
redonda 
* 
B11 Buche 10 Anaerobiosis Colonia traslúcida, rugosa, redondeada  
B12 Buche 10 Anaerobiosis 
Colonia de tamaño 
pequeño, opaca, 
translúcida, sin elevación, 
redonda 
Bacilos engrosados 
B13 Buche 10 Anaerobiosis 




B14 Buche 10 Anaerobiosis 
Colonia de tamaño 
grande, blanca, textura 
cremosa, brillante 
Bacilos pequeños. 
Y1 Yeyuno-íleon 22 Aerobiosis 
Colonia color blanca, 
brillante, con elevación y 
pequeño halo translúcido, 
redonda 
Bacilos cortos 
Y2 Yeyuno-íleon 22 Aerobiosis 
Colonia color blanca, 
brillante, con elevación y 
pequeño halo translúcido, 
redonda 
Bacilos medianos y cortos.  
Y3 Yeyuno-íleon 22 Aerobiosis 
Colonia tamaño pequeño, 
translúcida, redonda Bacilos cortos y largos 





Bacilos cortos y medianos 
Y5 Yeyuno-íleon 22 Aerobiosis 
Colonia de tamaño 
pequeño, blanca, sin halo 
translúcido, redonda 
Cocos 
Y6 Yeyuno-íleon 22 Aerobiosis 




Y7 Yeyuno-íleon 22 Aerobiosis 
Colonia de tamaño 
mediano, translúcida, con 
bordes irregulares, 
redonda 
Bacilos cortos y medianos 
Y8 Yeyuno-íleon 22 Aerobiosis 
Colonia translúcida, 
redonda Bacilos cortos y medianos 
Y9 Yeyuno-íleon 10 Aerobiosis 
Colonia traslúcida, con 
un centro puntiforme y 
halo, redondeada 
Bacilos pequeños 
Y10 Yeyuno-íleon 10 Aerobiosis 




Bacilos pequeños y 
medianos 
Y11 Yeyuno-íleon 10 Aerobiosis 
Colonia color blanca, 
brillante, con elevación y 
pequeño halo translúcido, 
redonda 
Cocobacilos y bacilos 
pequeños 
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Y13 Yeyuno-íleon 10 Anaerobiosis 
Colonia traslúcida, 
rugosa, redondeada * 
Y14 Yeyuno-íleon 10 Anaerobiosis 
Colonia de tamaño 
pequeño, opaca, 
translúcida, sin elevación, 
redonda 
Bacilos cortos, engrosados 
Y15 Yeyuno-íleon 10 Anaerobiosis 
Colonia blanca, brillante, 
redondeada. Cocobacilos 
Y16 Yeyuno-íleon 10 Anaerobiosis 
Colonia de tamaño 
mediano, blanca, 
translúcida, poco elevada 
Bacilos medianos 
Y17 Yeyuno-íleon 10 Anaerobiosis 
Colonia de tamaño 
pequeño, blanca, brillante Bacilos medianos 
C1 Ciego 22 Aerobiosis 
Colonia color blanca, 
brillante, con elevación y 
pequeño halo translúcido, 
redonda 
Bacilos cortos y medianos, 
engrosados 
C2 Ciego 22 Aerobiosis 
Colonia color blanca, 
brillante, con elevación y 
pequeño halo translúcido, 
redonda 
Bacilos medianos y cortos, 
engrosados 
C3 Ciego 22 Aerobiosis 




C4 Ciego 22 Aerobiosis 
Colonia de tamaño 
mediano, traslúcida, 
redonda 
Bacilos cortos, medianos y 
largos, engrosados 
C5 Ciego 22 Aerobiosis 
Colonia color blanca-
crema, con poca 
elevación, redonda 
Bacilos medianos y cortos, 
engrosados 
C6 Ciego 22 Aerobiosis 
Colonia de tamaño 
mediano, color blanco, 
traslúcida 
Bacilos medianos y cortos 
C7 Ciego 22 Aerobiosis Colonia blanco-traslúcida, redondeada Bacilos cortos, engrosados 
C8 Ciego 22 Aerobiosis Colonia redonda, mediana, traslúcida Bacilos cortos, engrosados 
C9 Ciego 22 Aerobiosis 





C10 Ciego 10 Aerobiosis 
Colonia color blanca, 
brillante, con elevación y 
pequeño halo translúcido, 
redonda 
Bacilos pequeños 
C11 Ciego 10 Aerobiosis Colonia traslúcida, rugosa, redondeada Bacilos pequeños.  
C12 Ciego 10 Aerobiosis Colonia tamaño pequeño, translúcida, redonda Bacilos medianos 
C13 Ciego 10 Aerobiosis 
Colonia tamaño mediano, 
marrón claro, translúcida, 
redondeada 
Bacilos pequeños, tinción 
muy clara 
C14 Ciego 10 Aerobiosis 
Colonia color blanca, 
brillante, con elevación y 




C15 Ciego 10 Aerobiosis Colonia traslúcida, rugosa, redondeada 
Bacilos engrosados, de 
tamaño corto a mediano 
C16 Ciego 10 Aerobiosis Colonia blanquecina, redonda 
Bacilos engrosados y 
medianos 
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C17 Ciego 10 Aerobiosis 
Colonia de tamaño 
pequeño, opaca, 
translúcida, sin elevación, 
redonda 
Bacilos pequeños  
C18 Ciego 10 Anaerobiosis Colonia blanca, brillante, redondeada. Cocobacilos  
C19 Ciego 10 Anaerobiosis 
Colonia de tamaño 
grande, marrón, con 
centro más oscuro y 
alrededores irregulares 
Bacilos  
C20 Ciego 10 Anaerobiosis Colonia de tamaño pequeño, translúcida Cocobacilos engrosados 
C21 Ciego 10 Anaerobiosis 





C22 Ciego 10 Anaerobiosis 
Colonia de tamaño 
pequeño, blanca, 
brillante, redonda 
Cocobacilos muy pequeño 
C23 Ciego 10 Anaerobiosis 
Colonia color blanca, 
brillante, con elevación y 
pequeño halo translúcido, 
redonda 
Bacilos pequeños 
C24 Ciego 10 Anaerobiosis 
Colonia tamaño pequeño, 
blanca, con bordes 
definidos 
Cocobacilos engrosados  
C25 Ciego 10 Anaerobiosis Colonia muy pequeña, blanca 
Cocobacilos pequeños  
 
C26 Ciego 10 Anaerobiosis Colonia pequeña, con un punto negro central Cocobacilos pequeños  
C27 Ciego 10 Anaerobiosis 
Colonia de tamaño 










COCO 1 Ciego 10 Aerobiosis Colonia redondeada, translúcida Cocos  
COCO 2 Ciego 10 Aerobiosis Colonia color amarillo-blanquecina, elevada Cocos  
COCO 3 Yeyuno-íleon 10 Aerobiosis 
Colonia color amarillo-
blanquecina, elevada Cocos  
*Aislados que se perdieron durante los sucesivos pasajes en condiciones de aerobiosis. 
 
1.3.2 Resistencia a las condiciones del tracto gastrointestinal aviar in vitro 
 
Debido a las numerosas bacterias lácticas aisladas, se eligió como estrategia de trabajo 
la sugerida por de Melo Pereira et al. (2018): realizando un abordaje "paso a paso". Este 
consistió en una secuencia de pruebas para seleccionar progresivamente el número de 
aislados con potencialidad probiótica. 
Como se detalló en la introducción general, para que un microorganismo sea 
considerado probiótico debe cumplir una serie de requisitos fundamentales como poseer 
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resistencia a la acidez gástrica, resistencia a la bilis y capacidad de adhesión al epitelio 
intestinal, entre otros (Blajman, 2017). También es importante evaluar las propiedades 
tecnológicas, como la capacidad de crecer en diferentes medios de cultivo y resistir las 
condiciones de preservación, y para lograr una futura aplicación a gran escala. 
La simulación de las condiciones in vitro que se presentan en el TGI de los pollos es 
una aproximación a la capacidad de los microorganismos de sobrevivir a las condiciones 
reales del tracto y alcanzar los sitios de colonización en forma viable y a la máxima 
concentración posible (Frizzo et al., 2006). 
Para los siguientes estudios, se utilizó la cepa Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 
como cepa de referencia, la cual fue aislada de gránulo de kefir (Garrote, 1999) y 
ampliamente estudiada en nuestro grupo de investigación. Este microorganismo ha 
demostrado tener una alta resistencia a las condiciones del TGI humano y adecuadas 
características tecnológicas (Golowczyc et al., 2011; Hugo et al., 2016; Moretti et al., 
2018), además de poseer propiedades antimicrobianas (Golowczyc et al., 2008), 
capacidad de reducir la toxicidad de la toxina Shiga de Escherichia coli O157:H7 en 
células Vero y de secuestrar in vitro aflatoxina AFB1 (Kakisu et al., 2013; Moretti et al., 
2018).  
A continuación, se presentan los resultados de los siguientes ensayos in vitro: tolerancia 
a bilis, tolerancia a la acidez y resistencia al pasaje por el tracto gastrointestinal (TGI). 
 
 
-Tolerancia a bilis  
 
La bilis es una secreción acuosa vital del hígado, la cual es sintetizada por los 
hepatocitos y modificada posteriormente por el epitelio del conducto biliar. 
La misma está constituida por 95 % de agua, en donde se encuentran disueltos una 
serie de constituyentes tanto endógenos, como sales biliares, bilirrubina, colesterol, 
aminoácidos, esteroides, enzimas, porfirinas, vitaminas y metales pesados, como 
exógenos (drogas, xenobióticos y toxinas ambientales). Debido al carácter anfipático de 
las sales biliares, estas moléculas pueden actuar como detergentes en el ambiente 
intestinal, produciendo daño a nivel estructural en la membrana celular y en el ADN 
bacteriano (Merritt & Doaldson, 2009). Por lo que es de importancia evaluar la tolerancia 
a bilis como un requisito primario de cualquier aislado a considerarse como probiótico. 
De acuerdo a lo descripto en el Sección 1.2.4 (Materiales y Métodos), la tolerancia al 
crecimiento en presencia de bilis se evaluó de manera cuantitativa asignando puntajes 
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según el método ecométrico, donde los valores máximo y mínimo obtenidos son 15 y 0, 
respectivamente (Tabla 3).  
Previamente, se realizó una comparación respecto al uso de bilis fresca de pollo y bilis 
de buey deshidratada comercial. Estos estudios comparativos con pocos aislados no 
mostraron diferencias significativas en los resultados obtenidos. Por lo tanto, se continuó 
trabajando con bilis de buey deshidratada. 
Se empleó como referencia la cepa Lactobacillus plantarum CIDCA 83114. 
 
Tabla 3. Tolerancia al crecimiento en presencia de bilis de los aislados bacterianos 
determinada por el método ecométrico.  
 
BUCHE YEYUNO-ÍLEON CIEGO 
Aislado Puntaje Aislado Puntaje Aislado Puntaje 
B1 13,5 Y1 15 C1 9 
B2 9,5 Y2 7,5 C2 12 
B3 0 Y3 9,5 C3 15 
B4 7,5 Y4 7,5 C4 1,5 
B5 7,5 Y5 8 C5 15 
B6 7,5 Y6 8 C6 7,5 
B7 7,5 Y7 9 C7 8 
B8 15 Y8 5 C8 8 
B9 15 Y9 5 C9 15 
B10 0 Y10 0 C10 7,5 
B11 0 Y11 15 C11 0 
B12 15 Y12 15 C12 5 
  Y13 0 C13 5 
  Y14 0 C14 15 
  Y15 10,5 C15 1,5 
    C16 15 
    C17 15 
    C18 12,5 
    C19 15 
* L. plantarum CIDCA 83114 obtuvo un valor de 15 puntos, el cual es el máximo puntaje posible. 
 
 
De acuerdo con lo expuesto en la Tabla 3, los aislados presentaron diferente 
crecimiento en agar en presencia de bilis (0,5 % p/v). Respecto al total de los aislados, 
el 37 % obtuvo un puntaje en el rango de 15 a 10 (alta resistencia), el 43 % en el rango 
de 10 a 5 (media resistencia), mientras que el 20 % estuvo dentro del de 5 a 0 (baja 
resistencia). Si se analiza el resultado de acuerdo a los órganos de origen, se observó 
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que la resistencia alta, media y baja en el buche fue de 33 %, 42 % y 25 % 
respectivamente; en yeyuno íleon fue 27 %, 53 % y 20 %, respectivamente y en los 
ciegos fue 47 %, 37 % y 16 % respectivamente en ciegos.  
Jin et al. (1998) demostraron que doce cepas del género Lactobacillus de origen aviar 
fueron afectadas levemente por las sales biliares (0,3 % v/v). Los resultados de la 
resistencia frente a las sales biliares están respaldados por los hallazgos de Gilliland 
(1979), quien informó que los lactobacilos aislados del intestino animal mostraron una 
alta tolerancia a las sales biliares. En estudios más recientes, Ashraf et al. (2009) 
determinaron que las cepas de Lactobacillus de origen aviar analizadas demostraron 
resistencia frente a diferentes concentraciones (0,3 – 1 % v/v) de bilis. Adicionalmente, 
los resultados de esta Tesis concuerdan con los hallados por Mantilla et al. (2012), 
donde se observó que tres lactobacilos nativos son capaces de sobrevivir a 
concentraciones de sales biliares desde 0,05 % p/v hasta 0,3 % p/v, pudiendo 
desarrollar sus actividades metabólicas sin verse completamente inhibidas, 
comportamiento típico observado en microorganismos aislados de aves de corral. 
Recientemente, Hidayat et al. (2018) obtuvieron resultados similares en cuanto a la 
variabilidad de la resistencia a sales biliares de lactobacilos aislados del TGI de pollos, 
donde todos los microorganismos fueron capaces de resistir, con descensos en las 
concentraciones en el rango de 1 a 4 órdenes logarítmicos. 
La composición y concentración de bilis en el tracto intestinal aviar es un parámetro 
variable, dependiente de diferentes factores como la edad del animal y el tipo de 
alimentación (Ravindran et al., 2016). En el caso de las bacterias ácido lácticas del 
género Lactobacillus, éstas son capaces de producir la enzima sal biliar hidrolasa (SBH), 
que cataliza la hidrólisis de las sales biliares conjugadas con glicina y taurina. Esta 
desconjugación puede ocurrir en la fase estacionaria del crecimiento bacteriano, ya que 
la actividad de la SBH se incrementa al disminuir el pH por producción de gran cantidad 
de ácidos orgánicos (Corzo & Gilliland, 1999). Por lo que sería interesante a futuro 
realizar el estudio de la actividad lipolítica de estas bacterias aisladas. 
Uno de los factores importantes que está directamente relacionado con la tolerancia a 
la bilis es la estructura y composición de la pared celular bacteriana, la cual puede 
presentar diferencias dentro de un mismo género microbiano (Prasad et al., 1998; Ávila 
et al., 2010). Esto podría explicar porque, aunque todas los aislados evaluados de 
Lactobacillus son capaces de tolerar la presencia de bilis en el medio de cultivo, algunos 
resisten mejor que otros. 
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Se concluyó que el 80% de los aislados evaluados demostró una resistencia de tipo alta-
media. Adicionalmente, la tendencia indicó que no hubo una correlación entre el órgano 
de origen de los aislados y el crecimiento en presencia de bilis. 
 
 
-Tolerancia al pH estomacal  
 
Se debe aclarar que las aves no tienen un único órgano análogo al estómago de los 
humanos, sino que poseen dos: el proventrículo (estómago glandular) y la molleja 
(estómago muscular). Una vez que el alimento arriba al proventrículo, se segregan los 
jugos gástricos (compuestos principalmente por pepsina y HCl), los cuales pasarán 
rápidamente a la molleja junto con el alimento. Allí, se llevará a cabo la digestión 
mecánica por trituración, además de la digestión enzimática asociada a la presencia de 
los jugos gástricos. 
Las condiciones de pH varían mucho a lo largo del TGI en los pollos. Las bacterias con 
potencialidad probiótica deben tener resistencia a diversos valores del pH, donde el 
valor más bajo se encuentra en la parte ventricular (pH 2 - 3,5). La acidez de la secreción 
gástrica producida en la molleja es la primera barrera de defensa y una de las 
principales, junto a la bilis, que el animal posee frente al ingreso de microorganismos 
durante la ingesta de alimentos. La capacidad de sobrevivir al proceso enzimático de la 
digestión, a la acidez de la molleja y a las secreciones biliares intestinales, y de esta 
manera poder llegar viables a la mucosa intestinal, es una de las características de 
especial importancia para un microorganismo con potencialidad probiótica (West, 1996; 
Naidu et al., 1999). 
Al exponer las cepas aisladas a una solución gástrica constituida de HCl / NaCl - 
pepsina, a pH 3 y temperatura de 41 º C, se pretende “simular” el paso de estos 
microorganismos por la molleja luego de la ingesta y su exposición con los jugos 
gástricos secretados en el proceso de la digestión. De esta manera, podemos estimar 
qué proporción de ellos arribarán viables al intestino. 
Para este estudio, se empleó el método cualitativo de Desarrollo en Medio Líquido 
(DML), cuyo fundamento consiste en determinar si el pH del medio es un factor inhibidor 
del desarrollo de los lactobacilos en medio líquido. El valor de pH utilizado (pH 3) 
corresponde a la acidez presente en el ambiente gástrico aviar (Duke, 1986). 
Se evaluaron aislados con un amplio rango de resistencia a la bilis (de acuerdo a la 
evaluación realizada en la sección anterior), a fin de determinar si existía también 
variabilidad en la resistencia a la acidez en la totalidad de los aislados. 
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Se evaluó la viabilidad de los aislados bacterianos, expresada en porcentaje de 
resistencia %R pH, durante la incubación en medio ácido (pH 3) utilizando como cepa 
de referencia a Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 (Tabla 4).  
 
Tabla 4. Resistencia (expresada en porcentaje) de los aislados bacterianos al pH 
estomacal (pH 3) luego de 2 horas de incubación a 41°C. L. plantarum CIDCA 83114 
obtuvo un porcentaje de resistencia de 68,4 %. 
  
BUCHE YEYUNO-ÍLEON CIEGO 
Aislado Resistencia 
al pH (%) 
Aislado Resistencia 
al pH (%) 
Aislado Resistencia 
al pH (%) 
B1 43,2 Y1 73,8 C1 100,0 
B2 46,6 Y2 34,9 C2 100,0 
B3 73,0 Y3 100,0 C3 9,9 
B4 77,4 Y4 26,6 C4 64,8 
  Y5 100,0 C5 90,7 
  Y6 42,6 C6 33,8 
  Y7 89,5 C7 100,0 
    C8 100,0 
    C9 17,2 
 
 
El efecto de la acidez sobre la viabilidad de los aislados fue variable ya que se 
encontraron porcentajes de resistencia entre 10 y 100 % dentro de la colección evaluada 
(Tabla 4). Los aislados que presentaron porcentajes de resistencia por encima del 50% 
fueron: Y3 (100,0), Y5 (100,0), C1 (100,0), C2 (100,0), C7 (100,0), C8 (100,0), C5 (90,7), 
Y7 (89,5), B4 (77,4), Y1 (73,8), B3 (73,0) y C4 (64,8). 
Adicionalmente, se observó que no hubo correlación entre el órgano de origen y la 
resistencia a la acidez, donde el porcentaje de aislados con resistencia mayor a 50 % 
en buche, yeyuno-íleon y ciegos fue de 50 %, 57 % y 67 %, respectivamente.  
Estos resultados concuerdan con los obtenidos en otras investigaciones. Hidayat et al. 
(2018) halló que cuatro aislados de bacterias lácticas, obtenidos de intestino delgado de 
pollos, fueron capaces de crecer en medio sólido acidificado a diferentes valores de pH 
(3, 4, 5 y 6), con un descenso en la concentración entre 1 y 3, 5 órdenes logarítmicos 
respecto al inóculo inicial.  
Rajoka et al. (2018) evaluó la supervivencia a pH 2 y pH 3 de trece aislados de bacterias 
lácticas de ciegos de las especies Lactobacillus reuteri, L. vaginalis, L. ingluviei y L. 
johnsonii, y luego de 3 horas de incubación en esas condiciones, el porcentaje de 
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supervivencia resultó alto para todos los aislados evaluados, tanto a pH 2 (82 %) como 
a pH 3 (93 %). 
El trabajo realizado por Aziz et al. (2019) demostró que de un total de 20 aislados a partir 
de contenido cecal (identificados en su mayoría como Lactobacillus reuteri y, en menor 
proporción, L. ingluviei y L. johnsonii), las cepas de L. reuteri fueron capaces de tolerar 
un pH de 4 pero ninguna sobrevivió a pH 1,5. Sin embargo, Zielińska et al. (2015) 
determinó que 17 cepas pertenecientes a las especies L. casei, L. rhamnosus, L. 
plantarum, L. brevis y L. johnsonii (aisladas a partir de vegetales fermentados) 
presentaron diferentes grados de sensibilidad frente a la acidez gástrica: L. johnsonii fue 
el aislado que obtuvo el mayor porcentaje de supervivencia (más del 98 %) luego de 30 
minutos de incubación en una solución a pH 1,5; luego de 60 minutos de incubación, los 
aislados L. casei y L. plantarum obtuvieron los porcentajes de supervivencia más altos 
(rango 57 – 68 %) y, pasados los 90 minutos, sólo cuatro aislados de esas dos especies 
lograron sobrevivir con porcentajes en el rango 23 – 38 %. 
En un trabajo en donde se estudiaron aislados de Lactobacillus sp. provenientes de 
materia fecal y órganos de pollos, Noohi et al. (2014) reportaron que el 33 % de los 
mismos fueron resistentes a pH 3, siendo L. vaginalis y L. plantarum las especies más 
resistentes. De acuerdo al estudio de Taheri et al. (2009), la cepa L. johnsonii LT171, 
aislada de íleon de pollo, demostró poseer resistencia a pH 3. 
Por su parte, Kizerwetter-Świda & Binek (2016) estudiaron cuatro lactobacilos 
(identificados como L. salivarius y L. brevis) aislados de materia fecal fresca y 
determinaron que tenían una alta resistencia a pH de 2,5 y a las sales biliares. 
Según Siegumfeldt et al. (2000), la capacidad de las bacterias lácticas para sobrevivir a 
pH bajos se basa en poder ajustar su pH intracelular a la disminución del pH extracelular, 
y así evitar un gradiente de protones. De acuerdo con Cotter & Hill (2003), existen varios 
mecanismos por los cuales las bacterias regulan el pH interno, pero el más importante 
es la translocación de protones por la enzima ATP-asa. Si esto no fuera posible, la 
acidificación interna reduciría la actividad de las enzimas, dañando proteínas y el ADN, 
lo que conduciría a la muerte celular (Van De Guchte et al., 2002). La tolerancia a 
condiciones ácidas de crecimiento también está relacionada estrechamente con la 
composición de la membrana citoplasmática, lo cual depende del tipo de bacteria, el 
medio de crecimiento y las condiciones de incubación (Hood & Zotolla, 1988; Madureira 
et al., 2005). 
De la colección completa de bacterias aisladas y evaluadas en este trabajo, se pudo 
determinar una gran variabilidad en cuanto a la tolerancia a condiciones de acidez y a 
la presencia de bilis. De acuerdo a la comparación de los dos screening realizados 
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anteriormente, se comprobó que las resistencias variaban de una condición a otra. Si 
evaluamos el comportamiento de la cepa de referencia L. plantarum CIDCA 83114, 
podemos observar que los resultados obtenidos fueron el máximo valor de tolerancia a 
bilis (puntaje 15) pero no así en la evaluación de la tolerancia al pH estomacal (68,4%), 
donde otros aislados tuvieron valores de tolerancia superiores. El comportamiento 
opuesto se observó en el aislado B3, el cual obtuvo el mínimo puntaje (0) para la 
tolerancia a bilis, pero resultó ser resistente al pH estomacal (73 %). Sin embargo, 
también se encontró que ciertos aislados demostraron capacidad de sobrevivir a las dos 
condiciones evaluadas, como el caso de C2 y C5 que obtuvieron un 100 % y 90 % de 
resistencia a la condición ácida y 12 y 15 puntos en el ensayo de tolerancia a bilis, 
respectivamente. 
Cabe señalar que los estudios de tolerancia a la bilis y al pH estomacal fueron realizados 
a título de pruebas preliminares. Con el fin de completar el proceso de pre-selección, se 
determinó la resistencia al pasaje por el TGI in vitro cuyos resultados se presentan a 
continuación. 
 
-Resistencia al pasaje por el tracto gastrointestinal (TGI) in vitro 
La alta concentración de ácidos y bilis en la molleja e intestino de las aves son factores 
selectivos para considerar una cepa como probiótica (Hyronimus et al., 2000). Sin 
embargo, los estudios de pasaje por el TGI se acercan más a las condiciones reales ya 
que contemplan la presencia de enzimas gástricas e intestinales (pepsina y 
pancreatina), que podrían afectar la viabilidad de los microorganismos. 
Se evaluó la resistencia al pasaje gastrointestinal de 32 de las bacterias aisladas 
mediante una aproximación in vitro, realizando incubaciones secuenciales en soluciones 
que simulan los compartimientos gástrico e intestinal, tal como se describió en la 
Sección 1.2.4 (Materiales y Métodos), basado en el protocolo modificado según 
Musikasang et al. (2009). En este estudio se ajustó la temperatura, los tiempos de 
retención del bolo alimenticio y los valores de pH de los diferentes segmentos del tracto 
digestivo aviar. 
La concentración de bacterias que sobrevivieron a los diferentes tramos del TGI se 
determinó por recuento de viables en placa y los resultados obtenidos se observan en 
la siguiente figura (Figura 2): 
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Figura 2. Resistencia al pasaje por TGI in vitro de los aislamientos. En la figura se 
presenta la concentración microbiana (eje izquierdo) del inóculo inicial (), el recuento 
bacteriano luego de la incubación en condiciones gástricas () y, finalmente, luego de 
la incubación secuencial en los compartimentos gástrico e intestinal (). 
Adicionalmente, se presenta el % de supervivencia (•, eje derecho) de los aislados 
respecto al pasaje completo por el TGI. Las barras verticales corresponden a la 
desviación estándar DE. 
 
Los aislados presentaron susceptibilidades variables a las condiciones enzimáticas y de 
acidez presentes en el tracto gastrointestinal aviar in vitro. Del total de los aislados, el 
34 % disminuyó su viabilidad en un orden logarítmico (máximo) luego de la incubación 
secuencial en las soluciones de jugo gástrico y jugo intestinal simulados, con 
porcentajes de supervivencia en el rango de 100 a 7,5 % (Y11, C18, C27, C28, C10, 
Y12, Y1, C9, B7, Y9, C5) (Figura 2). Un reducido número de los aislados (13 %) 
presentó porcentajes de supervivencia entre 2 % y 1 %, y la concentración microbiana 
disminuyó entre 1 y 2 órdenes logarítmicos respecto al recuento inicial (B1, C2, C16 y 
C24). En cuanto al 53 % restante de los aislados, el porcentaje de supervivencia fue 
menor al 1% y la diferencia entre el recuento inicial y final fue, como mínimo, de 2 
órdenes logarítmicos (B6, C17, B5, B8, C25, Y15, B9, Y17, Y16, C26, C20, C14, B13, 
B14, C21, C22 y C23).      
En investigaciones realizadas por Luján Cejas en el marco del proyecto PID 2014-0049, 
se estudiaron los tres aislados con forma de coco presentados en la Tabla 2. Los 
resultados mostraron que el porcentaje de resistencia al TGI de los aislados Coco 1, 
Coco 2 y Coco 3 estuvo dentro del rango 1 - 19 %.  En el caso de Coco 1, la 
concentración al final del pasaje por el TGI disminuyó en aproximadamente un orden 
logarítmico y el porcentaje de supervivencia fue el más alto de los tres (19 %); en 
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cambio, la concentración de Coco 2 y Coco 3 disminuyó en 1 y 2 órdenes logarítmicos 
con porcentajes de supervivencia de 5 % y 1 %, respectivamente. 
Musikasang et al. (2009) halló que, de un total de 322 bacterias lácticas aisladas a partir 
de distintos órganos del tracto gastrointestinal de pollos, sólo 6 fueron capaces de 
sobrevivir al pasaje completo in vitro, con porcentajes de supervivencia en el rango 43,7 
- 27,2 %; para el resto de los aislados, el recuento microbiano presentó una disminución 
entre 1 y 2 órdenes logarítmicos. Estos 6 aislados se identificaron como Enterococcus 
faecalis, E. durans, E. faecium y Pediococcus pentosaceus. Estos valores difieren a los 
hallados en esta Tesis respecto a la resistencia de los cocos. 
De acuerdo a la bibliografía, la resistencia también depende del origen de los aislados, 
no sólo de la especie bacteriana. Por ejemplo, Lin et al. (2007) informaron que la cepa 
L. acidophilus (de origen aviar) fue uno de los aislados con menor supervivencia en el 
extracto de molleja de pollo (pH 2,6), mientras que, de acuerdo a Conway et al. (1987), 
cepas de esta misma especie, pero aisladas del tracto digestivo de humanos, 
demostraron mayor tolerancia ácida en el ambiente gástrico (pH 2,5).  
 
En base a los resultados obtenidos a partir de la evaluación de viabilidad a lo largo 
del TGI (tolerancia a bilis, tolerancia a pH estomacal y resistencia al pasaje por el 
tracto gastrointestinal in vitro), se seleccionaron los aislados B1, Y1, C2, C5, C9, 
B7, Y9, C10, Y11, Y12, C18, C27 y C28 para identificarlas y continuar con su 
caracterización probiótica.  
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Tabla 5. Viabilidad a lo largo del TGI de los aislados B1, Y1, C2, C5, C9, B7, Y9, C10, 
Y11, Y12, C18, C27 y C28, por medio de la evaluación de la tolerancia a bilis, tolerancia 






pH estomacal (%) 
Supervivencia al TGI (%) 
B1 13,5 43,2 1,9** 
Y1 15 73,8 50* 
C2 12 100 1,7** 
C5 15 90,7 7,5* 
C9 15 17,2 40,4* 
B7 7,5 - 33,9* 
Y9 5 - 17,7* 
C10 7,5 - 100* 
Y11 15 - 100* 
Y12 15 - 49* 
C18 12,5 - 45,5* 
C27 - - 100* 
C28 - - 100* 
Coco 1 - - 19* 
Coco 2 - - 5* 
Coco 3 - - 1** 
(-): no fue evaluado ese parámetro. 
* La concentración microbiana disminuyó menos de 1 orden logarítmico al finalizar el pasaje por las 
condiciones simuladas del TGI in vitro. ** La concentración microbiana disminuyó entre 1 y 2 órdenes 
logarítmicos al finalizar el pasaje por las condiciones simuladas del TGI in vitro. 
 
1.3.3 Extracción de ADN, identificación molecular y secuenciación 
 
Los métodos moleculares son poderosas herramientas para la identificación de 
bacterias y son ampliamente utilizados en reemplazo de los métodos tradicionales. 
Para la primera etapa, se evaluaron diferentes metodologías de extracción de ADN que 
fueron detalladas en la Sección 1.2.5 (Materiales y Métodos), de acuerdo con los 
protocolos utilizados comúnmente en el laboratorio para obtener el material genético de 
las bacterias. Sin embargo, la única técnica que proporcionó resultados satisfactorios 
fue en la que se utilizó LiCl, el cual es un agente que se utiliza para la desestabilización 
de proteínas. 
Uno de los pasos más importantes en la metodología molecular es la selección de los 
oligonucleótidos. Tradicionalmente, se utilizan los genes que codifican para el ARNr 16S 
como molécula target para la construcción de oligonucleótidos universales y específicos. 
Esta preferencia proviene del hecho de que los genes de la subunidad ribosomal menor 
(SSU) del ARNr están compuestos por una estructura tipo mosaico donde se alternan 
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regiones no variables, relativamente conservadas, con regiones altamente variables 
(regiones V). En este caso, se utilizaron los oligonucleótidos 518R y 338F, que generan 
amplicones de 200 pb aproximadamente (Muyzer et al., 1993). 
Se identificaron los aislados seleccionados, según género y especie, y los resultados se 
presentan en la Tabla 6. A modo de ejemplo, se presentan algunos gráficos de calidad 
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Tabla 6. Identificación de los aislados seleccionados mediante secuenciación de 
amplicones obtenidos a partir de la amplificación de ADN total con los oligonucleótidos 
518R y 338F. 
 
 
Aislado Resultado de la secuenciación Referencia (GenBank)    
B1 L. salivarius Lactobacillus salivarius strain DSM 103789 16S ribosomal RNA gene, partial sequence (MN537462.1)    
Y1 L. salivarius Lactobacillus salivarius strain DSM 103789 16S ribosomal RNA gene, partial sequence (MN537462.1)    
C2 L. salivarius Lactobacillus salivarius strain DSM 103789 16S ribosomal RNA gene, partial sequence (MN537462.1)    
C5 L. salivarius Lactobacillus salivarius strain DSM 103789 16S ribosomal RNA gene, partial sequence (MN537462.1)    
C9 L. agilis Lactobacillus agilis strain La3, complete genome (CP016766.1)    
B7 L. johnsonii Lactobacillus johnsonii strain IDCC9203 chromosome, complete genome (CP031701.1)    
Y9 L. johnsonii Lactobacillus johnsonii strain IDCC9203 chromosome, complete genome (CP031701.1)    
C10 L. salivarius Lactobacillus salivarius strain DSM 103789 16S ribosomal RNA gene, partial sequence (MN537462.1)    
Y11 L. reuteri / L. vaginalis 
Lactobacillus reuteri strain reuteri chromosome, complete 
genome (CP045049.1) / Lactobacillus vaginalis strain LV515 
chromosome, complete genome (CP045240.1) 
   
Y12 L. reuteri / L. vaginalis 
Lactobacillus reuteri strain reuteri chromosome, complete 
genome (CP045049.1) / Lactobacillus vaginalis strain LV515 
chromosome, complete genome (CP045240.1) 
   
C18 
E. coli / Shigella 
boydii / Shigella 
flexneri 
Escherichia coli strain AUSMDU00002545 chromosome, 
complete genome (CP045975.1) / Shigella sonnei 
strain AUSMDU00010534 chromosome, complete genome 
(CP045932.1) / Shigella flexneri 2a strain AUSMDU00010535 
chromosome, complete genome (CP045941.1) 
   
C27 
E. coli / Shigella 
boydii / Shigella 
flexneri 
Escherichia coli strain AUSMDU00002545 chromosome, 
complete genome (CP045975.1) / Shigella sonnei 
strain AUSMDU00010534 chromosome, complete genome 
(CP045932.1) / Shigella flexneri 2a strain AUSMDU00010535 
chromosome, complete genome (CP045941.1) 
   
C28 
E. coli / Shigella 
boydii / Shigella 
flexneri 
Escherichia coli strain AUSMDU00002545 chromosome, 
complete genome (CP045975.1) / Shigella sonnei 
strain AUSMDU00010534 chromosome, complete genome 
(CP045932.1) / Shigella flexneri 2a strain AUSMDU00010535 
chromosome, complete genome (CP045941.1) 





-    
Coco 2 
Enterococcus hirae 
/ E. faecium / E. 
durans 
-    
Coco 3 
Enterococcus hirae 
/ E. faecium / E. 
durans 
-    
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De un total de trece secuencias analizadas, las cepas B1, Y1, C2, C5 y C10 presentaron 
una similitud del 100 % con cepa tipo Lactobacillus salivarius, las cepas B7 e Y9 
presentaron 100 % de similitud con cepa tipo Lactobacillus johnsonii y la cepa C9 
presentó 100% de similitud con cepa tipo Lactobacillus agilis. Para el caso de las cepas 
Y11 e Y12, se obtuvieron dos posibles resultados no concluyentes en cuanto a su 
identidad (L. reuteri / L. vaginalis); por lo que la identificación se complementó mediante 
la caracterización fenotípica de acuerdo al perfil de fermentación de azúcares (Sección 
1.3.6). Las cepas C18, C27 y C28 fueron identificadas (no concluyente) como 
Escherichia fergusonii / E. coli / Shigella boydii, por lo que no se seleccionaron para 
continuar con el estudio ya que no estuvo dentro de nuestros objetivos aislar estos 
géneros microbianos.  
Los órganos/regiones que forman parte del tracto gastrointestinal (TGI) aviar consisten 
en el buche, el proventrículo, la molleja, el duodeno, el yeyuno, el íleon, los ciegos, el 
intestino grueso y la cloaca. Cada órgano/región posee diferentes funciones que afectan 
la dinámica de la microbiota; otros factores que condicionan la composición de la 
microbiota son la edad de las aves y la composición de la dieta (Apajalahti et al., 2004; 
Rehman et al., 2007; Yeoman et al., 2012; Stanley et al., 2014; Oakley et al., 2014; Pan 
& Yu, 2014; Deusch et al., 2015; Kogut & Oakley, 2016; Shang et al., 2018). Por lo que 
era esperable obtener, en esta Tesis, aislados del género Lactobacillus de diferentes 
especies. 
En otras investigaciones se han aislado diferentes especies del género Lactobacillus a 
partir del tracto gastrointestinal de pollos, entre las que se pueden mencionar L. 
plantarum, L. agilis, L. brevis, L. reuteri, L. salivarius, L. fermentum, y L. crispatus (Abbas 
Hilmi et al., 2007; Lin et al., 2007; Hammons et al., 2010; Noohi et al., 2014).  
De acuerdo a Ranjitkar et al. (2016), las especies L. johnsonii, L. reuteri, L. crispatus y 
L. salivarius están presentes en todos los segmentos evaluados del TGI (buche, molleja, 
íleon y ciegos) a lo largo del ciclo de crianza de los pollos broiler, siendo L. johnsonii la 
especie dominante; L. reuteri y L. crispatus predominaron durante el período de 
crecimiento temprano (hasta el día 15), mientras que L. salivarius dominó la fase de 
crecimiento final (hasta el día 36 aproximadamente). 
Kobierecka et al. (2017) reportaron que la especie de Lactobacillus más abundante en 
muestras de materia fecal de pollos, tanto en producción a gran escala (granjas) como 
en pequeños gallineros, fue L. salivarius, independientemente del método de cría. En la 
cría a gran escala, L. salivarius (68 %) y L. agilis (12 %) fueron las especies más 
frecuentes dentro del género; en cambio, a pequeña escala, la diversidad de especies 
fue mayor siendo L. salivarius (29 %) la especie dominante, seguida de L. reuteri (24 %) 
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y L. plantarum (23 %). Otras especies, como L. johnsonii (6 %), L. oris (3 %), L. agilis (5 
%) y L. kitasatonis (5 %), aparecieron con menos frecuencia. Las especies restantes (L. 
curvatus, L. crispatus, L. fermentum y L. ingluviei) representaron alrededor del 1 % de 
todos los aislamientos. 
En otro estudio, se aislaron un total de 46 bacterias del género Lactobacillus a partir de 
la cloaca y materia fecal de pollos broilers y gallinas, de los cuales se identificaron siete 
especies: L. salivarius (n = 15), L. johnsonii (n = 11), L. crispatus (n = 5), L. ingluviei (n 
= 5), L. reuteri (n = 5), L. oris (n = 2) y L. saerimneri (n = 3) (Dec et al., 2018). 
L. salivarius es considerada la especie dominante en el intestino y ciegos de pollos 
(Pascual et al., 1996; Gusils et al., 1999), la cual ha sido aislada previamente del tracto 
gastrointestinal de estos animales y se han estudiado sus características probióticas in 
vitro e in vivo (Garriga et al., 1998; Rondón et al., 2008; Shokryazdan et al., 2017). Esta 
especie posee un perfil de fermentación de azúcares homofermentativo.  
Las características probióticas de la especie L. reuteri han sido estudiadas previamente 
(Edens et al., 1997; Yu et al., 2007; Wang et al., 2014; Nakphaichit et al., 2018). Esta 
especie mesófila posee un perfil de fermentación de azúcares heterofermentativo y 
puede crecer tanto en condiciones de aerobiosis como anaerobiosis (anaerobia 
facultativa). Además, posee alta resistencia a las sales biliares y al ácido, lo cual le 
confiere la habilidad de habitar el tracto gastrointestinal de humanos, cerdos y pollos. L. 
reuteri produce, a partir del metabolismo anaerobio del glicerol, la reuterina, una 
sustancia antimicrobiana que inhibe el crecimiento de otras bacterias, hongos y 
protozoos. Dentro de sus capacidades antimicrobianas también se ha descripto la 
colonización de las células epiteliales, evitando así la colonización por otras bacterias. 
Por su parte, L. agilis, es una especie mesófila con un perfil de fermentación de azúcares 
heterofermentativo (facultativo). Casey et al. (2004) y Van Coillie et al. (2007) han 
demostrado el efecto inhibitorio de esta especie frente a diferentes cepas de Salmonella 
sp.  
Por último, una de las especies de lactobacilos más reportadas en cuanto a exclusión 
competitiva contra patógenos en pollos es L. johnsonii (La Ragione et al., 2004; Van 
Coillie et al., 2007; Olnood et al., 2015; Mañes-Lázaro et al., 2017). Esta especie tiene 
un perfil de fermentación de azúcares homofermentativo obligatorio y posee la 
capacidad de crecer en presencia de NaCl al 4 % p/v. Es una bacteria anaerobia, 
productora de ácido láctico a partir de la fermentación de disacáridos y hexosas. 
Además, es capaz de producir bacteriocinas como Lactacin F, las cuales tienen efecto 
antimicrobiano frente a otros microorganismos. 
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Respecto a Enterococcus sp., hay numerosos trabajos de aislamiento de este género a 
partir de muestras de origen aviar (materia fecal, carcasas, camas utilizadas). De 
acuerdo a Cassenego et al. (2011), a partir de materia fecal, el mayor número de 
especies aisladas fue el siguiente: E. faecalis fue la especie más prevalente (40 %), 
seguida de E. casseliflavus / E. gallinarum (10,8 %), E. mundtii (10.8 %), E. faecium 
(10,8 %), E. columbae (5,8%) y E. gallinarum (4,2 %). Otras especies identificadas, 
como E. hirae y E. durans, se encontraron en bajos porcentajes. Estas especies también 
fueron reportadas por otros autores, como Hwang et al. (2009), Fracalanzza et al. (2007) 
y Debnam et al. (2005). La presencia de especies de Enterococcus varía con la edad de 
las aves: en las más jóvenes, las especies más prevalentes son E. faecalis y E. faecium; 
con la madurez de las aves, hay una disminución en la concentración de E. faecium, 
seguida de E. faecalis, lo que permite el crecimiento de otras especies (Devriese et al., 
2006). 
 
A partir de este punto, los aislados fueron denominados según lo expresado en la 
Tabla 7.  Los aislados identificados como E. coli / Shigella boydii / Shigella flexneri (C18, 
C27 y C28) fueron descartados del estudio. 
 
Tabla 7. Denominación de los aislados seleccionados. 
 
Aislado Nombre final 
B1 L. salivarius CM-CIDCA 1231B 
Y1 L. salivarius CM-CIDCA 1232Y 
C2 L. salivarius CM-CIDCA 1233C 
C5 L. salivarius CM-CIDCA 1234C 
C9 L. agilis CM-CIDCA 1235C 
B7 L. johnsonii CM-CIDCA 1236B 
Y9 L. johnsonii CM-CIDCA 1237Y 
C10 L. salivarius CM-CIDCA 1238C 
Y11 L. reuteri / L. vaginalis CM-CIDCA 1239Y 
Y12 L. reuteri / L. vaginalis CM-CIDCA 12310Y 
Coco 1 Enterococcus sp. 1 
 Coco 2 Enterococcus sp. 2 
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1.3.4 Ensayo de adhesión a células intestinales Caco-2/TC-7 
 
La capacidad de adhesión al epitelio intestinal es relevante para evaluar la potencialidad 
probiótica de una cepa (Monteagudo-Mera et al., 2019). Esta capacidad podría dar lugar 
a la persistencia transitoria en el TGI, lo cual se relaciona directamente con otras 
propiedades probióticas deseadas, como la disminución en los niveles de colesterol 
(Marteau, 2000), la inhibición de la adhesión de patógenos al epitelio intestinal (Mack et 
al., 1999; Fernández et al., 2003; Lee et al., 2003; Santos et al., 2003) y con procesos 
inmunomoduladores (Schiffrin et al., 1995; Maldonado Galdeano et al., 2007). 
La adhesión in vitro a líneas celulares de epitelio intestinal humano de cepas de 
Lactobacillus de diferentes orígenes ha sido descripta previamente (Kaewnopparat et 
al., 2013), donde pueden mencionarse las cepas L. johnsonii La1 (Bernet et al., 1994), 
L. rhamnosus GG (Zomitti et al., 2017), L. casei (Maragkoudakis et al., 2006), L. 
fermentum SK5 (Tulumoglu et al., 2014), L. agilis (Gil et al., 2010) y L. salivarius 
SMXD51 (Messaoudi et al., 2012). 
Por lo tanto, en esta sección del trabajo se evaluó si las bacterias aisladas presentaban 
esta capacidad, utilizando la línea celular Caco-2/TC-7 (Sección 1.2.6.1).  Las células 
Caco-2 expresan características del epitelio intestinal normal y son un excelente sistema 
para los estudios de adhesión ya que tienen una buena correlación con los resultados 
in vivo (Pinto et al., 1983; Crociani et al., 1995; Sambuy et al., 2005).  






















































































Figura 3. Adhesión de los lactobacilos a células Caco-2/TC7 en cultivo incubadas 
durante 7 días. L. salivarius 1231B (), L. salivarius 1232Y (), L. salivarius 1233C (), 
L. salivarius 1234C (), L. agilis 1235C () y L. plantarum CIDCA 83114 (). 
Los resultados reflejan el promedio de tres experimentos independientes. Las barras 
verticales corresponden a la desviación estándar DE. Evaluación estadística mediante 
ANOVA de un solo factor, seguido de test de Tukey para comparaciones múltiples (α = 
0,05). *La línea sólida (horizontal) indica que no existen diferencias estadísticamente 
significativas entre las cepas (p < 0,05). 
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De acuerdo a estos resultados, no hubo diferencias estadísticamente significativas en 
los porcentajes de adhesión de los 6 lactobacilos evaluados, incluyendo la cepa de 
referencia L. plantarum CIDCA 83114. Las 4 cepas de L. salivarius fueron los aislados 
que presentaron mayor capacidad de adhesión. 
Se ha comprobado que la capacidad de adhesión a células es un proceso cepa-
específico, independientemente del origen de la cepa (Chauvière et al., 1992; Jacobsen 
et al., 1999). 
Luego de alcanzar la porción inicial del intestino delgado, las bacterias probióticas son 
capaces de vivir por un período corto de tiempo en estado no proliferativo. Para 
establecerse como habitantes permanentes de la mucosa, deben tener la capacidad de 
adherirse a las células epiteliales para evitar ser removidas y eliminadas por los 
mecanismos de “limpieza” que posee el intestino (peristalsis, movimientos de fluidos, 
etc). La adhesión bacteriana involucra una fase inicial, no específica e irreversible, de 
interacción física entre ambas superficies seguida de una fase, específica e irreversible, 
mediada por elementos de adhesión (principalmente, proteínas de la superficie 
bacteriana) y por receptores específicos de la célula eucariota, donde estas 
interacciones se ven favorecidas por la presencia de cationes di y trivalentes que actúan 
como puentes iónicos entre la superficie bacteriana y el epitelio intestinal (Chauviere et 
al., 1992; Tuo et al., 2013). Las interacciones se encuentran regidas por la especificidad 
entre la bacteria y las propiedades del huésped; algunos microorganismos son huésped-
específicos, pero otros pueden ser capaces de colonizar más de una especie de 
mamíferos (Villareal, 2012). 
Messaoudi et al. (2012) hallaron que la cepa L. salivarius SMXD51 (de origen aviar) 
presentó un porcentaje de adhesión a la línea celular Caco-2/TC7 del 1 %, respecto al 
inóculo inicial; también fue comprobado que dicho aislado poseía otras características 
probióticas, como la tolerancia a las condiciones gastrointestinales y la capacidad de 
protección de la integridad de la barrera celular epitelial. El porcentaje de adhesión 
obtenido para L salivarius SMXD51 fue similar al que hallaron Kirtzalidou et al. (2011), 
con otra cepa de L. salivarius. Estos dos resultados coinciden con los encontrados en 
esta Tesis, donde los porcentajes de adhesión de los aislados identificados como L. 
salivarius estuvieron en el rango de 1,37 % - 1,89 %.  
Zommiti et al. (2017) encontraron que la cepa L. curvatus DN 317, aislada de ciegos de 
pollos, posee un nivel de adhesión a las células intestinales Caco-2 del 16 %, valor 
superior al hallado para la cepa utilizada como control L. rhamnosus GG (7 %). En tanto, 
otros autores demostraron que la cepa L. plantarum VJC38, aislada del buche de pollos 
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de 7 semanas de vida, obtuvo un porcentaje de adhesión a células Caco-2 de 11 % 
(Nallala & Jeevaratnam, 2018). 
Por lo que, de acuerdo a los resultados obtenidos por numerosos autores, se puede 
concluir que la adhesión a células epiteliales in vitro es un fenómeno cepa específico, y 
que los porcentajes de adhesión suelen ser muy variables. Sin embargo, es un método 
válido para conocer la capacidad de adhesión de una cepa y poder usar esta 
característica para seleccionar la que más nos interesa. Con respecto a las cepas 
evaluadas en este estudio, las 4 cepas de L. salivarius presentaron mayor adhesión que 
la cepa probiótica L. plantarum 83114 incluida como referencia lo cual es un resultado 
muy alentador. Sin embargo, no pudimos detectar diferencias significativas entre ellas 
en cuanto a la adhesión a células in vitro.  
 
1.3.5 Crecimiento en diferentes medios de cultivo  
 
El objetivo general de este trabajo fue evaluar el uso de los lactobacilos como probióticos 
en la producción aviar a gran escala, lo cual implica el empleo de medios de cultivo en 
grandes cantidades. Si bien el medio MRS es el medio de cultivo comercial por 
excelencia para el crecimiento de bacterias lácticas, su uso a escala industrial implica 
grandes costos. Para encontrar una alternativa más económica se evaluó el crecimiento 
de algunos de los lactobacilos en medios alternativos de menor costo, constituidos por 
leche en polvo y extracto de levadura y otros con peptona y extracto de levadura (ver 
Apéndice 1). Una vez evaluados estos medios y determinado el crecimiento y 
acidificación de los microorganismos aislados, se evaluaron el permeado de suero 
(desecho de la industria láctea) y permeado de suero suplementado con extracto de 
levadura, con el objetivo de encontrar el medio de cultivo de menor costo, pero donde 
los microorganismos puedan crecer apropiadamente y así obtener la mayor biomasa en 
el menor tiempo. 
En la primera parte, se evaluó la cinética de crecimiento de L. salivarius 1231B, L. 
salivarius 1232Y, L. salivarius 1234C y L. agilis 1235C en los medios A y C (composición 
detallada en Apéndice 1), utilizando el medio MRS como medio control. Los 
microorganismos se reactivaron en MRS mediante dos pasajes sucesivos, seguidos de 
la inoculación en el medio a evaluar, incubando a 37 ºC por 26 horas. Se realizaron 
cinéticas de acidificación y recuentos del crecimiento microbiano en placa a lo largo del 
tiempo de incubación (Figuras 4, 5, 6 y 7). 
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Figura 4. Cinética de acidificación d l aislado L. salivarius 1231B en diferentes medios 
de cultivo: medio MRS (•), medio A () y medio C (), en función del tiempo de 
incubación (en horas) a 37 °C. Los resultados reflejan el promedio de dos experimentos 


























Capítulo 1: Aislamiento, caracterización probiótica e identificación de bacterias ácido 
















































Figura 5. Crecimiento microbiano (en UFC/ml) (A) y cinética de acidificación (B) del 
aislado L. salivarius 1232Y en diferentes medios de cultivo: medio MRS (•), medio A () 
y medio C (), en función del tiempo de incubación (en horas) a 37°C. Los resultados 
reflejan el promedio de dos experimentos independientes. Las barras corresponden a la 
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Figura 6. Crecimiento microbiano (en UFC/ml) (A) y cinética de acidificación (B) del 
aislado L. salivarius 1234C en diferentes medios de cultivo: medio MRS (•), medio A () 
y medio C (), en función del tiempo de incubación (en horas) a 37°C. Los resultados 
reflejan el promedio de dos experimentos independientes. Las barras corresponden a la 
desviación estándar DE.  
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Figura 7. Crecimiento microbiano (en UFC/ml) (A) y cinética de acidificación (B) del 
aislado L. agilis 1235C en diferentes medios de cultivo: medio MRS (•), medio A () y 
medio C (), en función del tiempo de incubación (en horas) a 37°C. Los resultados 
reflejan el promedio de dos experimentos independientes. Las barras corresponden a la 
desviación estándar DE.  
 
 
Todos los aislados fueron capaces de crecer y acidificar los medios de cultivo evaluados. 
Los pH finales estuvieron en promedio cerca de 4,1 en medio MRS y 4,3 en los otros 
medios evaluados. Los máximos recuentos se obtuvieron en el medio MRS, a excepción 
de L. salivarius 1234C, el cual alcanzó una mayor concentración en el medio A (3 x 107 
UFC/ml) a las 24 horas. Respecto a los medios formulados, el medio A permitió obtener 
las mayores concentraciones. El mínimo pH obtenido (promedio 4,1) también se alcanzó 
en MRS y fue levemente inferior respecto a los medios de cultivo evaluados.  
En esta Tesis, las concentraciones encontradas de los aislados en medio MRS 
estuvieron un orden por debajo que los informados por Ren et al. (2019), donde a las 12 
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horas de incubación a 37 °C, los recuentos de L. salivarius y L. agilis fueron del orden 
logarítmico de 8,8 ± 0,1 y 8,9 ± 0,1, respectivamente, y a las 24 horas, la concentración 
alcanzó el máximo orden logarítmico de 9,0 ± 0,1 y 9,1 ± 0,1, respectivamente. Por otro 
lado, L. salivarius 1232Y y 1234C alcanzaron la máxima concentración a menor tiempo 
respecto a Ren et al. (2019), entre las 8 y 11 horas de incubación.; en cambio, L. agilis 
1235C, obtuvo su mayor concentración en MRS a las 26 horas de fermentación. 
Por otro lado, las concentraciones obtenidas por los aislados de L. salivarius y L. agilis 
se encuentran por debajo de las informadas para la cepa L. plantarum CIDCA 83114, la 
cual fue utilizada en ensayos anteriores como cepa de referencia (Sección 1.3.2). De 
acuerdo a Correa Franco (2018), la cepa L. plantarum CIDCA 83114 alcanzó un 
recuento a las 24 horas de fermentación a 30 °C de 1,2 ± 0,6 x 1010 UFC/ml, valor que 
se mantuvo hasta las 48 horas de fermentación (1,6 ± 0,8 x 1010 UFC/ml). 
El crecimiento de los aislados en los medios de cultivo a 37 °C fue monitoreado de 
acuerdo a dos parámetros: la concentración bacteriana y el valor de pH. El objetivo de 
medir el pH fue poder determinar la capacidad acidificante de las bacterias ácido-lácticas 
en el medio de cultivo. En este caso, el factor determinante para la selección del medio 
de cultivo fue el mayor recuento posible en el menor tiempo, dado que serán los 
microorganismos vivos los que se administrarán a los pollos durante su crianza. Por lo 
que, a fin de facilitar la preparación del futuro producto probiótico a escala laboratorio, 
se busca obtener cultivos con la máxima concentración posible (el mayor recuento 
posible) (Hrnčár et al., 2014; Atela et al; 2019).  
Respecto al crecimiento de cada aislado, L. salivarius 1232Y obtuvo al final de la 
incubación, en el medio MRS, un recuento microbiano (3,0 ± 0,5 x 107 UFC/ml) de un 
orden mayor respecto al medio A (3,4 ± 0,6 x 106 UFC/ml), y dos órdenes por encima 
del medio C (4,8 ± 0,3 x 105 UFC/ml). Los máximos recuentos obtenidos fueron entre 4 
- 8 x 107 UFC/ml a la hora 8 de incubación en los medios de cultivo. L. salivarius 1234C 
obtuvo el mayor valor de concentración microbiana utilizando el medio A, donde su valor 
estuvo un orden (2,9 ± 2,8 x 107 UFC/ml) por encima de los obtenidos con el medio C y 
con el medio tradicional (MRS). Sin embargo, las concentraciones más altas se 
obtuvieron a menores tiempos de incubación (11 horas), al igual que L. salivarius 1232Y, 
las cuales fueron 6,8 ± 6,5 x 108 UFC/ml, 1,0 ± 1,0 x 108 UFC/ml y 1,5 ± 4,5 x 108 UFC/ml 
en el medio MRS, medio A y medio C, respectivamente. 
Por otro lado, a partir del crecimiento de L. agilis 1235C, se halló un mayor recuento 
microbiano en MRS (1,6 ± 2,8 x 108 UFC/ml), respecto al medio A (1,2 ± 3,5 x 107 
UFC/ml) y medio C (2,9 x 106 UFC/ml) al máximo tiempo de fermentación.  
Capítulo 1: Aislamiento, caracterización probiótica e identificación de bacterias ácido 





De acuerdo a los recuentos obtenidos, el medio de cultivo con el cual se alcanzan las 
mayores concentraciones es el MRS. Respecto a los medio formulados, el medio de 
cultivo A serían más apropiado que el medio C para realizar un escalado y obtener los 
microorganismos a nivel industrial para su uso en la producción aviar.  Las diferencias 
que se observan, en referencia a la concentración obtenida en los dos medios, pueden 
deberse a la composición: la formulación del medio A contiene leche descremada en 
polvo, la cual aporta, además de la fuente de C (lactosa), albúminas, globulinas y 
caseínas. Estas proteínas son una importante fuente de nitrógeno, las cuales podrían 
generar el aumento de biomasa. 
Una vez evaluados los medios A y C, se procedió a determinar la capacidad de 
crecimiento y de acidificación de los aislados en un medio más pobre a nivel nutricional: 
permeado de suero (PS) con y sin adición de extracto de levadura. El PS es un desecho 
de la industria láctea que podría utilizarse como un medio de cultivo, de bajo costo, para 
el crecimiento de los microorganismos. Además, con el incremento en los niveles de 
producción, los avances tecnológicos en materia de industrialización, el crecimiento del 
mercado de consumo y la creciente necesidad de preservar el ambiente de agentes 
contaminantes, el PS está siendo reciclado por otras vías, con un mayor valor agregado 
(González Siso, 1996; Prazeres et al., 2012). Anteriormente, Cejas et al. (2017) 
evaluaron el crecimiento de algunos de estos aislados (L. salivarius CM-CIDCA 1231B 
y CM-CIDCA 1232Y) en un medio de cultivo obtenido a partir de otro subproducto de 
otra industria alimentaria (las malterías). A partir de los brotes de malta utilizados, 
llamados comúnmente raicillas, se formuló un medio de cultivo para el desarrollo de los 
aislados, detectando un crecimiento comparable al obtenido en el medio MRS. 
Respecto al PS, estudios previos en nuestro grupo de trabajo han demostrado que es 
un medio de cultivo que puede ser utilizado para el crecimiento de distintos 
microorganismos, como bacterias lácticas y levaduras presentes en gránulos de kefir, y 
para la conservación bacteriana por deshidratación (León Peláez, 2013; Gamba, 2015; 
Hugo et al., 2016; Correa Franco, 2018).  
Los microorganismos se reactivaron en MRS mediante dos pasajes sucesivos, seguido 
de la inoculación en PS, incubando por 24 horas a 37 °C. Al inicio y al final de la 
incubación, se determinó la concentración de microorganismos y el pH; adicionalmente, 
se calculó la relación entre el recuento obtenido a las 24 horas y al tiempo cero. Los 
resultados obtenidos se expresan en las siguientes tablas (Tabla 8 y Tabla 9): 
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Tabla 8. Determinación de la concentración microbiana y acidez al inicio y al final de la 
incubación de bacterias ácido lácticas aisladas del TGI de pollos en permeado de suero 
(formulado en concentración de 5 % p/v). * 




Tiempo 24 horas 
Relación 
recuento 24 
h / recuento 
t0  pH Recuento pH Recuento 
L. salivarius 1231B 5,5 1,8 x 107 3,8 3,0 x 108 16,6 (4) 
L. salivarius 1232Y 5,5 1,6 x 107 3,8 3,3 x 108 21,3 (3) 
L. salivarius 1233C 5,6 1,5 x 107 4,1 3,7 x 108 23,9 (2) 
L. salivarius 1234C 5,5 1,9 x 107 3,8 1,3 x 108 6,8 (6) 
L. agilis 1235C 5,5 2,2 x 107 3,8 3,7 x 108 16,4 (5) 
L. johnsonii 1236B 5,6 2,7 x 107 5,0 3,3 x 109 123,7 (1) 
L. johnsonii 1237Y 5,6 3,8 x 107 4,8 3,3 x 107 0,8 
L. salivarius 1238C 5,6 2,4 x 107 4,9 4,7 x 107 1,9 
L. reuteri / vaginalis 
1239Y 5,6 2,0 x 10
7 5,3 6,7 x 106 0,3 
L. reuteri / vaginalis 
12310Y 5,6 2,2 x 10
7 5,4 6,7 x 106 0,3 
*pH del medio sin inocular= 5,81.  
 
De acuerdo a lo observado en la Tabla 8, la acidificación del medio es variable y 
depende de cada aislado: L. salivarius 1231B, L. salivarius 1232Y, L. salivarius 1233C, 
L. salivarius 1234C y L. agilis 1235C disminuyen el pH de alrededor de 5,5 hasta valores 
cercanos e inferiores a 4. Sin embargo, en el caso de los cultivos realizados con los 
aislados L. reuteri / vaginalis 1239Y y L. reuteri / vaginalis 12310Y, el pH final fue cercano 
al inicial. El descenso de pH observado en ciertos casos puede atribuirse a la utilización 
de lactosa como fuente de carbono fermentable, a partir de la cual se produce ácido 
láctico, principal producto obtenido durante la fermentación y, a su vez, el principal 
metabolito que causa el descenso del pH (Fu & Mathews, 1999; Hofvendahl & Hahn-
Hägerdal, 2000). 
Respecto a la concentración de los microorganismos al inicio y al final de la fermentación 
en PS, L. johnsonii 1236B fue el aislado que mostró el mayor aumento de concentración 
(dos órdenes de magnitud), alcanzando 124 veces su valor inicial; respecto a la 
disminución de pH, podría deberse, principalmente, a la liberación de metabolitos 
bacterianos. Todos los aislados de L. salivarius (1231B, 1232Y, 1233C y 1234C) fueron 
capaces de aumentar su concentración inicial entre 6 y 24 veces; a excepción de L. 
salivarius 1238C, el cual solo aumentó su recuento, aproximadamente, 2 veces. El 
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aislado L. agilis 1235C aumentó 16 veces su concentración; mientras que para el resto 
de los aislados (L. johnsonii 1237Y, L.reuteri / vaginalis 1239Y y 12310Y) disminuyó, 
respecto al valor inicial. 
En referencia a otros estudios en donde se empleó permeado de suero como medio de 
cultivo, se ha demostrado que microorganismos del kefir (especies de L. plantarum) son 
capaces de  fermentar la lactosa y producir ácidos láctico y acético en permeado de 
suero, acidificando el medio hasta valores de pH alrededor de 3,5 a 3,7, y valores de 
concentración del orden de 108 UFC/ml, aumentando solamente 1,3 log por encima del 
inóculo inicial (León Pelaez, 2013; Hugo et al., 2016). En consonancia con estos 
resultados, la cepa L. plantarum (DSM 9843) alcanzó una concentración aproximada de 
4 x 108 UFC/ml a las 24 horas de fermentación en medio PS (Golowzyc et al., 2013); y 
L. rhamnosus (L. rhamnosus 64) fue capaz de crecer en este medio, pero con un 
aumento de 1,3 log su concentración respecto al inóculo inicial, obteniendo un recuento 
de 1,0 - 1,1 x 108 UFC/ml en fase estacionaria (Lavari et al., 2015). De acuerdo a Aguirre-
Ezkauriatza et al. (2010) una cepa de L. casei fue capaz de crecer en permeado de 
suero obtenido a partir de leche de cabra, con una concentración máxima de 5,2 x 109 
UFC/ml a las 23 h de incubación a 37 °C. 
De acuerdo con los datos obtenidos en esta Tesis y los estudios previos mencionados, 
se puede afirmar que el medio base permeado de suero es un medio de cultivo útil para 
el crecimiento de bacterias lácticas aunque, en algunos casos, el crecimiento pobre o 
limitado puede estar relacionado con su composición, donde la concentración de 
nitrógeno es muy baja (León Pelaez, 2013). 
A fin de aumentar la disponibilidad de nutrientes en el medio base de permeado de 
suero, se adicionó extracto de levadura (1 % p/v), el cual es un suplemento rico en 
vitaminas (especialmente del complejo B), aminoácidos y otros factores de crecimiento. 
Los resultados obtenidos, en cuanto a concentración microbiana y acidez del medio de 
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Tabla 9. Determinación de la concentración microbiana y acidez al inicio y al final de la 
incubación de bacterias ácido lácticas aisladas del TGI de pollos en permeado de suero 
(formulado en concentración de 5 % p/v) suplementado con extracto de levadura (1 % 
p/v). 
 
AISLADOS Tiempo inicial Tiempo 24 horas Relación 
recuento 24 h 
/ recuento t0  pH Recuento pH Recuento 
L. salivarius 1231B 5,6 4,3 x 105 4,2 4,0 x 107 93,0 
L. salivarius 1232Y 5,6 3,0 x 106 4,2 2,0 x 107 6,6 
L. salivarius 1233C 5,6 1,0 x 106 4,3 4,1 x 107 41,0 
L. salivarius 1234C 5,6 8,6 x 105 4,0 3,3 x 107 38,7 
L. agilis 1235C 5,6 6,8 x 106 3,9 5,0 x 108 73,5 
L. johnsonii 1236B 5,6 2,1 x 107 4,1 1,4 x 108 6,8 
L. johnsonii 1237Y 5,6 2,7 x 107 4,0 2,6 x 108 11,1 
L. salivarius 1238C 5,6 7,7 x 106 4,9 1,4 x 108 18,1 
L. reuteri / vaginalis 
1239Y 5,6 7,7 x 10
6 4,4 4,0 x 107 5,1 
 
Los aislados fueron capaces de crecer y acidificar el medio de cultivo y, en ciertos casos, 
alcanzaron valores de pH y concentración comparables a los obtenidos en el medio de 
crecimiento tradicional comercial (MRS) (Tabla 9). Especialmente, cuatro de los 
lactobacilos (L. agilis 1235C, L. johnsonii 1236B, L. johnsonii 1237Y y L. salivarius 
1238C) alcanzaron una concentración entre 1,4 - 5 x 108 UFC/ml a las 24 horas de 
cultivo a 37 °C. 
En cuanto a la relación entre la concentración de los microorganismos al inicio y al final 
de la fermentación en este medio formulado, L. salivarius 1231B y L. agilis 1235C 
evidenciaron el mayor aumento en la concentración (dos órdenes de magnitud), 
alcanzando 93 y 74 veces su valor inicial, respectivamente. Los otros aislados de L 
salivarius (1232Y, 1233C, 1234C y 1238C), fueron capaces de aumentar su 
concentración inicial entre 7 y 41 veces. Los aislados de L. johnsonii (1236B y 1237Y) 
aumentaron su concentración entre 7 y 11 veces respecto al recuento inicial. Y L. reuteri 
/ vaginalis 1239Y aumentó 5 veces su concentración respecto al valor inicial. 
De acuerdo a lo expuesto por Cui et al. (2012), la suplementación del medio base 
permeado de suero (6,8 % p/v) con extracto de levadura (0,3 % p/v) favoreció la 
producción de ácido láctico a partir de la fermentación con una cepa de L. rhamnosus, 
obteniéndose 2,4 veces más cantidad respecto al medio sin suplementar; 
adicionalmente, la máxima concentración microbiana obtenida fue 19 veces mayor en 
el medio suplementado. Utilizando una cepa de la misma especie (L. rhamnosus 64), 
Lavari et al. (2015) observó diferencias en la concentración microbiana utilizando el 
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medio suplementado con extracto de levadura (5 x 109 UFC/ml) respecto al medio base 
(1,1 x 108 UFC/ml). Benaissa et al. (2017) evaluó el crecimiento de dos lactobacilos, L. 
casei CHTD27 y L. plantarum BH14, en PS suplementado con cantidades crecientes de 
extracto de levadura, obteniendo la máxima concentración de microorganismos (2,2 x 
108 UFC/ml) con 8 % p/v de extracto de levadura; utilizando 1% p/v de extracto de 
levadura (concentración utilizada en esta Tesis), se obtuvo una concentración estimada 
de 2 x 107 UFC/ml para ambos microorganismos, mientras que con el medio base (sin 
suplementar) la concentración encontrada estuvo por debajo de 107 UFC/ml. De 
acuerdo a Kulozik & Wilde (1999), niveles crecientes de extracto de levadura (rango: 0 
- 2,5 % p/v) en el desarrollo de L. helveticus en permeado de suero influyen 
significativamente en la obtención de biomasa, con un aumento exponencial de este 
parámetro (hasta alcanzar 10 veces su valor inicial) respecto al medio base (sin 
suplementar) y, adicionalmente, observó un aumento en la producción de ácido láctico. 
Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo son de utilidad para conocer las 
características de crecimiento de los aislados con el objetivo de una futura producción 
a gran escala, teniendo la alternativa de emplear un medio formulado más económico 
que el medio MRS tradicional. 
 
 
1.3.6 Caracterización fenotípica de acuerdo al perfil de fermentación de azúcares 
 
El género Lactobacillus incluye más de 200 especies (http:// 
www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1578), las cuales se pueden 
clasificar de acuerdo a sus propiedades fisiológicas (Bernardeau et al., 2008; Ganzle & 
Follador, 2012; Lukjancenko et al., 2012). 
La identificación taxonómica a través del kit API es extensamente utilizada debido a que 
es de uso práctico y simple para la identificación de bacterias. En este caso, el kit API 
50 CH (bioMérieux®, Francia) fue utilizado para complementar la identificación a nivel 
molecular realizada anteriormente (Sección 1.3.3), a través de la capacidad de los 
aislados de crecer utilizando 49 azúcares diferentes como fuente de carbono (Herbel et 
al., 2013); para el caso de los aislados L. reuteri / vaginalis 1239Y y 12310Y, se evaluó 
si era posible la diferenciación de acuerdo al patrón de fermentación de azúcares. 
Adicionalmente, se incluyeron los aislados de L. salivarius (cuya identificación había 
sido comprobada mediante la secuenciación de la región 16s del ARNr) y la cepa L. 
plantarum CIDCA 83114 como control positivo para esta metodología. 
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Se confeccionó una tabla con datos extraídos de bibliografía sobre los perfiles de 
fermentación de cepas de referencia de las especies L. salivarius, L reuteri, L. vaginalis 
y L plantarum (Embley et al., 1989; Manual Sistemático Bacteriológico Bergey, 1994; 
tabla de identificación bioMérieux®, 2007) 
Los resultados de la caracterización fenotípica de acuerdo al perfil de fermentación de 
azúcares de los aislados mencionados y la cepa control L. plantarum CIDCA 83114, se 
presentan en la Tabla 10. 
 
Tabla 10. Perfiles de fermentación de azúcares de los aislados L. salivarius 1231B 
(aislado 1231B), L. salivarius 1232Y (aislado 1232Y), L. salivarius 1233C (aislado 
1233C), L. salivarius 1234C (aislado 1234C), L. reuteri / vaginalis 1239Y (aislado 
1239Y), L. reuteri / vaginalis 12310Y (aislado 12310Y) y la cepa L. plantarum CIDCA 
83114 (Lp 83114) de acuerdo al kit API 50 CH. 
 













0 TESTIGO - - - - - - - 
1 GLYcerol - - - - - - - 
2 ERItritol - - - - - - - 
3 D-ARAbinosa - - - - - - - 
4 L-ARAbinosa - - - - - - + 
5 D-RIBosa - - - - - - + 
6 D-XILosa - - - - - - - 
7 L-XILosa - - - - - - - 
8 D-ADOnitol - - - - - - - 
9 Metil-βD-Xilopiranosida - - - - - - - 
         
10 D-GALactosa + + + + + + + 
11 D-GLUcosa + + + + + + + 
12 D-FRUctosa + + + + + + + 
13 D-MamNosa + + + + - + + 
14 L-SorBosa - - - - - - - 
15 L-Rhamnosa - - - - - - - 
16 DULcitol - - - - - - - 
17 INOsitol - - - - - - - 
18 D-MANitol + + + + - + + 
19 D-SORbitol - - - - - - + 
         
20 Metil- αD-Manopiranósida - - - - - - - 
21 Metil- αD-Glucopiranósida - - - - - - - 
22 N-AcetilGlucosamina + + + + - - + 
23 AMYgdalina - - - - - - + 
24 ARButina - - - - - - + 
25 ESCulina citrato férrico - - - - Marrón - Marrón 
26 SALicina - - - - - - + 
27 D-CELobiosa - - - - - - + 
28 D-MALtosa + + + - + - + 
29 D-LACtosa (bovino) + + + + + + + 
         
30 D-MELibiosa + + + + + + + 
31 D-SACarosa + + + + + + + 
32 D-TREhalosa - - - - - - + 
33 INUlina - - - - - - - 
34 D-MeLeZitosa - - - - - - + 
35 D-RAFinosa + + + + + + + 
36 AlMiDón - - - - - - - 
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37 GLYcóGeno - - - - - - - 
38 XiLiTol - - - - - - - 
39 GENtibiosa - - - - - - - 
         
40 D-TURanosa - - - - - - - 
41 D-LIXosa - - - - - - - 
42 D-TAGatosa - - - - - - - 
43 D-FUCosa - - - - - - - 
44 L-FUCosa - - - - - - - 
45 D-ARabitoL - - - - - + - 
46 L-ARabitoL - - - - - - - 
47 GlucoNaTo potásico - - - - - - - 
48 2-CetoGluconato potásico - - - - - - - 
49 5-CetoGluconato potásico - - - - - - - 
 
 
Los aislados del género Lactobacillus mostraron perfiles de utilización de azúcares 
similares entre ellos: los perfiles de L. salivarius resultaron idénticos (con excepción de 
la fosa 28, D-maltosa, cuyo resultado fue (+) para L. salivarius 1234C, pero (-) para los 
demás aislados) y se diferenciaron de los perfiles de fermentación de los aislados L. 
reuteri / vaginalis 1239Y y 12310Y.  
Dentro de una misma especie, las cepas de Lactobacillus mostraron perfiles de 
fermentación de azúcares muy similares, donde para el caso L. salivarius 1231B, 1232Y 
y 1234C, los perfiles sólo variaron en 1 azúcar (D-maltosa). Este resultado coincide con 
el obtenido por Kobierecka et al. (2017), donde se analizaron los perfiles de 
fermentación de distintas cepas de L. salivarius, L. plantarum, L. reuteri y L. agilis. Por 
otro lado, al comparar los perfiles de la cepa L. plantarum CIDCA 83114 con los aislados 
de L. reuteri / vaginalis, se encontraron variaciones de hasta 11 azúcares en un total de 
49, siendo L. plantarum CIDCA 83114 la cepa evaluada en esta Tesis con capacidad de 
fermentar el mayor número de azúcares. 
De acuerdo a los resultados obtenidos y los datos hallados en bibliografía (Roissart & 
Luquet, 1994; tabla API 50CHL Medium), se determinó que L. salivarius 1231B, L. 
salivarius 1232Y y L. salivarius 1233C alcanzaron un 92 % de similitud con una cepa L. 
salivarius, mientras que L. salivarius 1234C obtuvo un 90 % de similitud con una cepa 
L. salivarius.  
Para L. reuteri / vaginalis 1239Y se observaron porcentajes de similitud respecto a L. 
reuteri y a L. vaginalis de 94 % y 96 %, respectivamente. Para L. reuteri / vaginalis 
12310Y, se obtuvo porcentajes de similitud respecto a L. reuteri y L. vaginalis de 88 % 
y 94 %, respectivamente. Aunque de acuerdo a los porcentajes de similitud, ambos 
aislados serían identificados como L. vaginalis, se observó que los perfiles de 
fermentación de azúcares son diferentes (Figura 8). Por lo que sería indispensable para 
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poder identificar a estos aislados utilizar una técnica molecular con primers específicos 
de cada especie.  
Ninguna de las bacterias evaluadas fue capaz de fermentar los siguientes veintisiete 
azúcares: glicerol, eritritol, D-arabinosa, D-xilosa, L-xilosa, L-rhamnosa, D-adonitol, 
Metil-βD-xilopiranósida, L-sorbosa, dulcitol, inositol, metil- αD-manopiranósida, metil- 
αD-glucopiranósida, inulina, almidón, glicógeno, xilitol, gentibiosa, D-turanosa, D-lixosa, 
D-tagatosa, D-fucosa, L-fucosa, L-arabitol, gluconato potásico, 2-cetogluconato potásico 
y 5-cetogluconato potásico. 
Dentro de los 49 azúcares empleados en la prueba, la asimilación de siete de ellos (D-
galactosa, D-glucosa, D-lactosa, D-melibiosa, D-rafinosa, D-fructosa y D-sacarosa) fue 
común para todas las especies de Lactobacillus spp evaluadas, mientras que para 
quince de ellos (amigdalina, arbutina, D-arabitol, D-celobiosa, D-manitol, D-manosa, D-
melezitosa, D-ribosa, D-sorbitol, D-trehalosa, D-maltosa, esculina, L-arabinosa, N-
acetilglucosamina, salicina) la fermentación fue dependiente de la especie (Kobierecka 
et al., 2017). Por lo que, para visualizar de forma simplificada las diferencias 
encontradas en la fermentación de estos quince azúcares, se presenta la siguiente 
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Figura 8. Perfiles de fermentación de azúcares de los aislados L. salivarius 1231B 
(1231B), L. salivarius 1232Y (1232Y), L. salivarius 1233C (1233C), L. salivarius 1234C 
(1234C), L. reuteri / vaginalis 1239Y (1239Y), L. reuteri / vaginalis 12310Y (12310Y) y la 
cepa L. plantarum CIDCA 83114 (Lp 83114) de acuerdo a azúcares seleccionados del 
kit API 50 CH. La capacidad de fermentación se evidenció con un color diferente para 
cada azúcar:     L-ARAbinosa, ▀ D-MALtosa, ▀ D-MamNosa, ▀ D-MANitol, ▀ D-
SORbitol, ▀ N-AcetilGlucosamina, ▀ AMYgdalina, ▀ ARButina, ▀ ESCulina citrato 
férrico, ▀ SALicina, ▀ D-D-CELobiosa, ▀ D-TREhalosa, ▀ D-MeLeZitosa, ▀ D-ARabitoL 
y  ▀ D-RIBosa. 
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En conclusión, las identidades taxonómicas obtenidas a partir del perfil de fermentación 
de azúcares coinciden con las obtenidas a partir de técnicas moleculares para los 
aislados de L. salivarius (1231B, 1232Y, 1233C y 1234C). Para los aislados de L. reuteri 
/ vaginalis 1239Y y 12310Y es necesario realizar la identificación molecular con primers 
especie-específicos. 
La capacidad de cada aislado de poder fermentar y metabolizar diferentes fuentes de 
carbono es característica de cada especie dentro del mismo género.  
 
 
Como resultado final del presente capítulo y a modo de resumen, se presenta en 
la Tabla 11 el nombre final de cada aislado, órgano de origen, condición de 
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Tabla 11. Nombre final del aislado, órgano de origen, condición de aislamiento e 
identificación molecular.  




molecular   
B1 L. salivarius CM-CIDCA 1231B Buche 
MRS en 
aerobiosis L. salivarius   
Y1 L. salivarius CM-CIDCA 1232Y Yeyuno 
MRS en 
aerobiosis L. salivarius   
C2 L. salivarius CM-CIDCA 1233C Ciego 
MRS en 
aerobiosis L. salivarius   
C5 L. salivarius CM-CIDCA 1234C Ciego 
MRS en 
aerobiosis L. salivarius   
C9 L. agilis CM-CIDCA 1235C Ciego 
MRS en 
aerobiosis L. agilis   




   




   
C10 L. salivarius CM-CIDCA 1238C Ciego 
MRS en 
aerobiosis L. salivarius   
Y11 L. reuteri / vaginalis CM-CIDCA 1239Y Yeyuno 
MRS en 
anaerobiosis 
L. reuteri / L. 
vaginalis   
Y12 L. reuteri / vaginalis CM-CIDCA 12310Y Yeyuno 
MRS en 
anaerobiosis 
L. reuteri / L. 
vaginalis   
Coco 1 Enterococcus sp. 1 Ciego 
MRS +NaCl (6,5 
% p/v) en 
aerobiosis 
Enterococcus hirae / 
E. faecium / E. 
durans 
  
Coco 2 Enterococcus sp. 2 Ciego SF en aerobiosis 
Enterococcus hirae / 
E. faecium / E. 
durans 
  
Coco 3 Enterococcus sp. 3 Yeyuno SF en aerobiosis 
Enterococcus hirae / 




En los siguientes capítulos, se avanzó en el estudio de estos aislados para su potencial 
aplicación en la producción aviar teniendo en cuenta dos aspectos fundamentales, su 
capacidad antimicrobiana frente a Salmonella y su inocuidad al ser administradas en el 
agua de bebida de las aves. 
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A partir de buche, yeyuno-íleon y ciegos, órganos del tracto gastrointestinal (TGI) de 
pollos broiler de diferentes edades, se aislaron sesenta y dos bacterias, presuntamente 
del grupo de bacterias lácticas. Del total de aislados, mediante el estudio de resistencia 
al pasaje por el tracto gastrointestinal in vitro, se seleccionaron diez lactobacilos y tres 
cocos como potenciales cepas probióticas. La identificación a nivel molecular arrojó que 
cinco aislados pertenecían a la especie L. salivarius, dos a la especie L. johnsonii, dos 
a las especies L. reuteri/L. vaginalis y uno a la especie L. agilis. Mientras que los cocos 
fueron identificados, parcialmente, dentro del género Enterococcus sp., donde las 
especies posibles fueron Enterococcus hirae / E. faecium / E. durans. Resta realizar la 
identificación de estos tres aislados, utilizando primers específicos de acuerdo a las 
posibles especies. 
A lo largo de este capítulo, se evaluaron otras características probióticas, como la 
capacidad de adhesión al epitelio intestinal, donde no se encontraron diferencias 
significativas entre los aislados evaluados. También se estudió la capacidad de crecer 
en medios de cultivo alternativos al medio de crecimiento tradicional comercial (MRS), 
tales como los medios formulados con diferentes componentes (medio A y medio C); 
con permeado de suero y permeado de suero suplementado con extracto de levadura; 
donde los aislados fueron capaces de crecer y acidificar el medio de cultivo y, en algunos 
casos, alcanzando valores de pH y concentración comparables a los obtenidos en el 
medio MRS. Por lo que todos estos medios podrían considerarse una opción viable para 
el desarrollo y obtención de biomasa a partir de los aislados. 
Adicionalmente, fue posible su identificación taxonómica a través del perfil de 
fermentación de azúcares.  
 
Se debe destacar que el trabajo continuó con un número reducido de aislados (diez) 
para profundizar el estudio de sus propiedades probióticas. Sin embargo, la totalidad de 
los mismos se conservan en el cepario de la Cátedra de Microbiología, a -80 °C, a la 
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Actividad antimicrobiana de 
Lactobacillus y Enterococcus 
seleccionados sobre Salmonella 
in vitro 
  
Capítulo 2: Actividad antimicrobiana de Lactobacillus y Enterococcus seleccionados sobre 





-Evaluar la capacidad de inhibir el crecimiento de Salmonella enterica in vitro de los 
cultivos completos, la fracción microbiana y los sobrenadantes libres de células (SLC) 
obtenidos a partir del cultivo de los aislados de Lactobacillus y Enterococcus. 
 
-Establecer la relevancia de la acidez y los ácidos orgánicos en dicha inhibición. 
 
-Estudiar la interacción de Salmonella enterica con el epitelio intestinal en cultivo en 
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2.2 Materiales y Métodos 
 
 
2.2.1 Microorganismos y condiciones de cultivo 
 
Se utilizaron los lactobacilos, L. salivarius CM-CIDCA 1231B, L. salivarius CM-CIDCA 
1232Y, L. salivarius CM-CIDCA 1233C, L. salivarius CM-CIDCA 1234C, L. agilis CM-
CIDCA 1235C, L. johnsonii CM-CIDCA 1236B, L. johnsonii CM-CIDCA 1237Y, L. 
salivarius CM-CIDCA 1238C, L. reuteri / vaginalis CM-CIDCA 1239Y y L. reuteri / 
vaginalis CM-CIDCA 12310Y, aislados a partir del tracto gastrointestinal de pollos y 
caracterizados en el Capítulo 1. 
También se utilizaron dos cepas aisladas de kefir: Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 
y L. kefiri CIDCA 8321. Las cepas se cultivaron en caldo MRS (De Man- Rogosa-Sharpe, 
Biokar Diagnostics, Beauvais, France) a 37 °C durante 24 horas. Para el crecimiento de 
L. kefiri CIDCA 8321, se utilizó caldo MRS (de Man, Rogosa y Sharp, Difco, Detroit, 
USA). Para los ensayos donde se utilizaron los sobrenadantes libres de células, los 
mismos de obtuvieron a partir del cultivo de los lactobacilos, los cuales fueron 
centrifugados a 10.000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante fue filtrado a través de 
una membrana de celulosa con un diámetro de poro de 0,22 µm (Millipore Corporation, 
Milford, USA). El pH se determinó con un microelectrodo combinado de vidrio (Cole-
Parmer, Illinois, USA). 
Para realizar los ensayos de inhibición de Salmonella, se utilizaron las cepas Salmonella 
enterica serovar Enteritidis 105 y S. enterica serovar Gallinarum 111. La elección de las 
cepas se basó en los estudios realizados por Merino (2019). Adicionalmente, para 
determinar el porcentaje de reducción del crecimiento frente al SLC de Enterococcus 
sp. 2, se utilizaron las cepas S. Enteritidis 101 y S. Enteritidis 106. S. Enteritidis 101 es 
una cepa de origen humano y fue recibida por parte del Dr. Horacio Lopardo (HATL), S. 
Enteritidis 105 y 106 son cepas de origen aviar, recibidas del Dr. Gerardo Leotta 
(Facultad de Ciencias Veterinarias UNLP-CONICET); mientras que S. Gallinarum 111 
es una cepa de origen aviar aislada por investigadores de la Estación Experimental 
Agrícola INTA Concepción del Uruguay. Todas las cepas están conservadas en medio 
Luria Bertani (LB, ver formulación en Apéndice 1) adicionado de glicerol al 15% v/v a -
80 °C. A partir de este stock, se realizó un repique de la cepa en medio de cultivo LB y 
se incubó a 37 °C durante 18 horas. El mismo se conservó en la heladera como cultivo 
de trabajo. Para los ensayos, se realizaron repiques en medio LB fresco a partir del 
cultivo de trabajo. Los recuentos microbianos se realizaron en agar Hektoen Entérico 
HE (Britania, Buenos Aires, Argentina). La morfología típica de la colonia en este medio 
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es color verde azulada (no hay viraje del indicador ya que no fermentan la lactosa), con 
centro negro (productoras de H2S).  
Para algunos ensayos se utilizó un aislado de Escherichia coli que se obtuvo a partir de 
muestras de tejidos y fluidos de pollos enfermos (ronroneo, decaimiento y ojos llorosos, 
entre otros síntomas) de una granja avícola ubicada en la provincia de Buenos Aires. 
Su identidad fue previamente determinada por crecimiento en medios selectivos y 
diferenciales. Fue realizado un antibiograma, demostrando resistencia a los antibióticos 
Trimethoprim sulfa, ampicilina, cafalosporina de primera y moderada resistencia a 
norfloxacina; siendo sensible a aminopenicilina, sulbactama y nitrofuranos. El aislado 
fue cultivado en caldo nutritivo (Biokar Diagnostics, Beauvais, Francia) a 37 °C durante 
18 horas. 
La pureza de los cultivos microbianos se verificó mediante observación microscópica de 
preparados, fijados y teñidos mediante la técnica descripta por Gram (Gram, 1884) y los 
medios de cultivo utilizados fueron esterilizados por calor húmedo, en autoclave, a 1 
atmósfera de sobrepresión durante 15 minutos. 
 
 
2.2.2 Línea celular 
 
Para los ensayos de asociación e invasión de Salmonella se utilizó la línea celular 
humana Caco-2/TC-7 (pasaje 23 a 30). La composición de los medios de cultivo 
utilizados para el cultivo de las células se detalla en el Apéndice 1. El manejo de la línea 
celular fue explicado en la Sección 1.2.6.1, perteneciente al Capítulo 1. 
 
 
2.2.3 Estudio de los cultivos completos y los SLC de los aislados de Lactobacillus 
frente a Salmonella enterica in vitro 
 
Se evaluó la capacidad de los lactobacilos de inhibir el desarrollo de S. Enteritidis 105 
en medio MRS líquido a 37 °C durante 24 horas. Se trabajó con el cultivo completo, los 
microorganismos y el sobrenadante (SLC). 
Se realizaron cinco tratamientos (Tto) denominados Tto A, Tto B, Tto C, Tto D y Tto E, 
además del control positivo (K). La composición de cada uno se detalla a continuación: 
Tto A: Salmonella+ cultivo completo (microorganismos+ SLC) 
Tto B: Salmonella+ SLC 
Tto C: Salmonella+ microorganismos 
Tto D: Salmonella + medio de cultivo acidificado artificialmente 
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Tto E: Salmonella+ SLC neutralizado (pH 7) 
Control (K): Salmonella+ medio de cultivo sin fermentar 
El cultivo de lactobacilo en medio MRS (incubado a 37 °C durante 24 horas) se 
centrifugó a 10.000 rpm durante 10 minutos. Al pellet se le realizó un doble lavado con 
solución salina (NaCl 0,9 % p/v) estéril, se centrifugó y se inoculó en el tubo 
correspondiente al Tto C, el cual contenía MRS fresco. A partir del sobrenadante, se 
obtuvo el SLC de acuerdo a lo detallado en la Sección 2.2.1, el cual se adicionó al tubo 
correspondiente al Tto B. 
El Tto A se preparó utilizando el cultivo microbiano completo, es decir, los 
microorganismos más el producto de la fermentación (SLC). 
El Tto D se preparó acidificando el medio MRS de manera artificial, utilizando ácido 
láctico (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). El valor de pH simulado fue el mismo 
que se alcanzó al inocular el medio con el lactobacilo. 
Para preparar el Tto E, el SLC se neutralizó con NaOH 1N.  
Todos los tratamientos fueron inoculados con un cultivo en medio líquido de S. 
Enteritidis 105. 
La incubación se realizó a 37 °C durante 24 horas. Se tomaron alícuotas de los 
tratamientos a diferentes períodos de tiempo para determinar la concentración de 
Salmonella viable. Se hicieron diluciones seriadas y recuentos en placas con agar 
Hektoen Entérico, incubándose a 37°C durante 24 horas.  
 
 
2.2.4 Actividad inhibitoria de los sobrenadantes libres de células (SLC) de los 
aislados: porcentaje de reducción del crecimiento 
 
Se estudió la capacidad de inhibición del crecimiento de diferentes aislados de 
Salmonella y Escherichia coli en presencia de los sobrenadantes libres de células (SLC) 
obtenidos a partir del crecimiento de los aislados. El ensayo se realizó en placas 
estériles de microdilución de 96 fosas (Brand®, Wertheim, Alemania), siguiendo la 
técnica de reducción de la germinación de conidios modificada (Gerez et al., 2009; 
Lavermicocca et al., 2000).  
Se adicionaron 10 μl de una suspensión del patógeno (106 UFC/ml) en solución salina 
estéril y 90 μl del SLC obtenido de acuerdo a lo indicado en la Sección 2.2.1 a cada 
fosa de la microplaca. El efecto del SLC se evaluó sin diluir (en concentración directa) y 
diluido a cuatro concentraciones diferentes. Las placas se incubaron en estufa a 37 °C 
por 24 horas. El control positivo del ensayo consistió en el SLC del medio de cultivo sin 
fermentar, centrifugado y esterilizado por microfiltración (al igual que los SLC 
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fermentados) e inoculado con la suspensión del patógeno; y el control negativo consistió 
en SLC fermentado e inoculado con solución salina estéril (en lugar de la suspensión 
del patógeno). La esterilidad de los SLC se confirmó tomando una alícuota con un ansa 
y realizando estrías en agar MRS. Las placas se incubaron a 37 °C por 24 horas. 
Los resultados se obtuvieron a partir de la lectura de la absorbancia a longitud de onda 
de 620 nm, utilizando un lector de microplacas Infinite F50 (Tecan Trading AG, Suiza). 
La actividad inhibitoria se expresó como el porcentaje de reducción del crecimiento (% 
RC) en relación al control positivo (Ecuación 1):  
 
% RC = [(DOc+ - DOtto) / DO c+] x 100                                                        Ecuación 1 
 
donde: DOc+: Densidad óptica del control positivo a 620 nm 
            DOtto: Densidad óptica del tratamiento a 620 nm 
 
De acuerdo al porcentaje de inhibición, la reducción del crecimiento se informó como 
positiva (mayor al 20 %), baja (entre 20 y 40 %), media (entre el 40 % y 70 %) y fuerte 
(mayor al 70 %) (Gerez et al., 2009; Gamba et al., 2016).  
Los ensayos fueron realizados por cuadruplicado. 
Adicionalmente, se evaluó si el efecto inhibitorio fue de carácter bactericida o 
bacteriostático, es decir, si había tenido lugar muerte bacteriana o si la inhibición sólo 
tenía lugar en presencia del SLC. Se tomó una alícuota de las fosas sin crecimiento a 
simple vista (ausencia de turbidez) con un ansa y se sembró en agar Hektoen Entérico 
(para Salmonella) o en agar nutritivo (para E. coli). Las placas se incubaron a 37 °C por 
24 horas. 
Algunos SLC se almacenaron a -20 °C para determinar la concentración de ácidos 
orgánicos mediante HPLC (Sección 2.3.3). 
 
 
2.2.5 Determinación de la composición de ácidos orgánicos débiles en los 
sobrenadantes libres de células de los aislados 
 
Se determinó mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) la presencia de 
ácidos orgánicos en los sobrenadantes libre de células (SLC), obtenidos de acuerdo a 
lo expresado en la Sección 2.2.1. Se realizó una dilución 1/5 en agua bidestilada de las 
muestras y de los medios de cultivo sin inocular (como control) a fin de garantizar que 
la concentración de ácidos se encuentre dentro del rango de la curva patrón. De cada 
muestra, se inyectó en el cromatógrafo un volumen de 10 µl, a una velocidad de flujo de 
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0,7 ml/minuto a 60 °C, utilizando H2SO4 0,009 N como fase móvil. Los solventes fueron 
desgaseados previamente bajo vacío. La separación de los ácidos se realizó utilizando 
una columna de intercambio iónico AMINEX HPX- 87H (Biorad Labs) equipada con un 
detector UV a 214 nm (Waters TM 996, Millipore Corporation, Milford, MA 01757, USA).   
La identificación de cada ácido orgánico se basó en la comparación de los tiempos de 
retención de las muestras en la columna con soluciones estándar conformadas por 
diferentes concentraciones de ácido láctico, ácido acético y ácido propiónico (Sigma 
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) preparadas de acuerdo a lo presentado en la 
Sección 1 del Apéndice 2. Tanto las soluciones estándar como las muestras fueron 
previamente filtradas a través de una membrana de celulosa con un diámetro de poro 
de 0,22 µm (Millipore Corporation, Milford, USA). El pH se determinó con un 
microelectrodo combinado de vidrio (Cole-Parmer, Illinois, USA). 
Los cromatogramas y datos obtenidos fueron procesados utilizando los programas 
Microsoft® Excel® 2010 (Microsoft Office Professional Plus 2010) y Peak Fit Software 
V4.12 (SeaSolve Software Inc., India). 
 
2.2.5.1 Determinación de la concentración de ácidos orgánicos no disociados 
 
A partir de las concentraciones de ácidos orgánicos determinadas por HPLC, se calculó 
la concentración de ácidos no disociados ya que ha sido demostrado que la acción 
inhibitoria y antimicrobiana es proporcional a la concentración de la fracción no disociada 
(Garrote et al., 2000; León Peláez et al., 2006; Gamba, 2015).  
Para el cálculo de la concentración de un ácido orgánico no disociado ([LH]) se tuvo en 
cuenta que la reacción de disociación es, 
HA ↔ A- + H+, Ecuación 2 
donde la constante de equilibrio (Ka) está determinada por:  
Ka = [[A-] x [H+]] / [HA], Ecuación 3 
 
La concentración de ácido orgánico total (Ca) está dada por la suma del ácido disociado 
([A-]) y el no disociado ([HA]): 
Ca = [HA] + [A-], Ecuación 4 
 
Por lo que, a partir de lo anterior, la Ka se puede expresar como: 
Ka = [(Ca – [LH]) x [H+]] / [LH], Ecuación 5 
 
Reordenando la Ecuación 5, el cálculo de la concentración de ácido orgánico no 
disociado se realizó de la siguiente manera: 
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HA     (Ca x [H+])    , Ecuación 6 
          ([H+] + Ka)  
Esta ecuación se utilizó para determinar las concentraciones de ácido láctico, acético y 
propiónico no disociados, de acuerdo a los valores de las constantes de disociación a 
25 °C (pKa láctico: 3,79; pKa acético: 4,75, pKa propiónico: 4,88) (Skoog, 2015). 
 
 
2.2.6 Efecto de los lactobacilos sobre la asociación e invasión de Salmonella a 
células Caco-2/TC-7 
 
Se evaluó el efecto de la presencia de los lactobacilos en la capacidad de Salmonella 
de asociarse e invadir células humanas del epitelio intestinal in vitro.  
De acuerdo a Golowczyc (2008), se utilizó gentamicina (en concentración 100 μg/ml 
PBS estéril) para diferenciar las bacterias de Salmonella asociadas de las 
internalizadas. Este antibiótico no difunde a través del dominio apical de las células, por 
lo que las bacterias que no se internalizan son afectadas por el antibiótico y las 
internalizadas, sobreviven. Se realizaron dos tipos de ensayos: 
 
a. Coincubación entre el patógeno y los lactobacilos  
Se utilizaron placas de 24 fosas con células Caco2/TC-7. Las fosas se lavaron 2 veces 
con PBS estéril para eliminar el medio de cultivo. Se preparó la suspensión de cada 
lactobacilo a partir de un cultivo en fase estacionaria, la cual se centrifugó (10.000 rpm 
por 10 minutos), se realizaron dos lavados con PBS estéril y se suspendió en el medio 
de cultivo DMEM de adhesión (composición en Apéndice 2). Se adicionaron 0,25 ml de 
suspensión de Salmonella (de concentración 1 x 108 UFC/ml) y 0,25 ml de la suspensión 
del lactobacilo (de concentración 1 x 108 UFC/ml) a cada fosa. Las placas se incubaron 
durante 1 hora a 37 °C en atmósfera controlada (5% CO2 – 95% aire), sin agitación, y 
se determinó el número de bacterias asociadas e internalizadas, como se explicará a 
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Figura 9A. Coincubación de los lactobacilos con Salmonella. Esquema experimental. 
Aislado ▬ ; Salmonella ●. 
 
Se realizó un control de la asociación e invasión de Salmonella. Para esto, cuatro fosas 
(dos para evaluar asociación y dos para evaluar invasión) fueron preincubadas con 
DMEM de adhesión sin lactobacilos junto a la suspensión de Salmonella. 
 
b. Preincubación de las células con los lactobacilos 
Se utilizaron placas de 24 fosas con células Caco2/TC-7. Las fosas se lavaron 2 veces 
con PBS estéril para eliminar el medio de cultivo. Se preparó la suspensión de cada 
lactobacilo a partir de una alícuota de un cultivo en fase estacionaria, la cual se 
centrifugó (10.000 rpm por 10 minutos), se realizaron dos lavados con PBS estéril y se 
suspendió en el medio de cultivo celular DMEM de adhesión (composición en Apéndice 
2).Se adicionaron 0,5 ml por fosa de la suspensión del lactobacilo (de concentración 1 
x 108 UFC/ml) y las placas se incubaron durante 1 hora a 37 °C en atmósfera controlada 
(5 % CO2 - 95 % aire), sin agitación. Se realizaron tres lavados con PBS estéril para 
eliminar las bacterias no asociadas. Seguidamente, se adicionaron 0,5 ml de una 
suspensión de Salmonella en DMEM de adhesión (de concentración 1 x 108 UFC/ml) en 
cada fosa y se incubaron durante 1 hora a 37 °C en atmósfera controlada (5 % CO2 -95 
% aire), sin agitación. Se realizaron tres lavados sucesivos con PBS estéril para eliminar 
las bacterias no asociadas; luego, se cuantificó la concentración de Salmonella asociada 
e internalizada de acuerdo a lo explicado a continuación (Figura 9B). 
Como control del ensayo, se agregó a las fosas 1 ml de DMEM de adhesión (sin 
lactobacilos) durante 1 hora a 37 °C y pasado ese tiempo, se adicionó la suspensión de 
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Figura 9B. Preincubación de las células Caco-2/ TC-7 con lactobacilos. Esquema 
experimental. Aislado ▬ ; Salmonella ●. 
 
Los resultados se expresaron, a partir de la suma de tres experimentos independientes, 
de dos maneras diferentes: de acuerdo a la concentración de Salmonella por fosa 
(UFC/fosa) y utilizando las ecuaciones para asociación relativa e invasión relativa de 
Salmonella: 
A fin de cuantificar la asociación de bacterias (adheridas + internalizadas), se 
adicionaron 0,5 ml de agua bidestilada estéril por fosa y la placa fue incubada durante 
1 hora a 37 °C para permitir el desprendimiento de la monocapa. Luego, se tomó todo 
el volumen de la fosa y se realizaron diluciones seriadas con triptona estéril al 0,1 % p/v. 
Se determinó la concentración de Salmonella asociada (tanto la adherida a la superficie 
celular como la que logró internalizarse en la célula) por recuento en agar LB. La 
asociación relativa de Salmonella se calculó mediante la siguiente ecuación: 
 
% Asociación relativa de Salmonella= [Concentración de Salmonella en presencia del 
lactobacilo/ Concentración de Salmonella en fosa control] x100               Ecuación 7 
 
Para cuantificar la invasión, se adicionaron 0,5 ml de gentamicina (Parafarm Droguería 
Saporiti S.A.C.I.F.I.A., Buenos Aires, Argentina) de concentración 100 μg/ml PBS estéril 
por fosa y se incubó durante 1 hora a 37 °C. Pasado ese tiempo, se realizaron dos 
lavados con PBS estéril para eliminar el antibiótico y se adicionaron 0,5 ml de agua 
bidestilada estéril durante 1 hora a 37°C para lisar la monocapa y permitir que las 
bacterias internalizadas se liberen durante la incubación . Por último, se realizaron 
diluciones seriadas con triptona estéril al 0,1 % p/v y se determinó la concentración de 
Salmonella internalizada en las células por recuento en agar LB. La invasión relativa de 
Salmonella se calculó mediante la siguiente ecuación: 
 
% Invasión relativa de Salmonella= [Concentración de Salmonella en presencia del 
lactobacilo/ Concentración de Salmonella en fosa control] x100               Ecuación 8 
Preincubación de la 
monocapa con los  
lactobacilos (1 h, 37 °C) 
Incubación de la 
monocapa con 
Salmonella (1 h, 37 °C) 
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2.2.7 Efecto de los lactobacilos sobre la formación de biofilm de Salmonella  
 
Se determinó el efecto de la presencia de los lactobacilos en el proceso de formación 
de biofilm de una cepa de Salmonella enterica serovar Enteritidis (S. Enteritidis 105) 
según el protocolo de Castelijn et al. (2013), con algunas modificaciones. Para la 
cuantificación de los resultados, se utilizó la técnica de recuento en placa. 
Los ensayos se realizaron en placas de poliestireno de 24 fosas. Se tomó una alícuota 
de un cultivo de cada lactobacilo y se separó la fracción microbiana del sobrenadante 
por centrifugación a 10.000 rpm durante 10 minutos. Los microorganismos fueron 
lavados con PBS estéril y se suspendieron en caldo LB hasta alcanzar una 
concentración de 1 x 108 UFC/ml (correspondiente a una DO550nm de 0,2). En cada fosa, 
la concentración final de los lactobacilos fue la mencionada, mientras que la 
concentración de Salmonella inoculada fue 1 x 107 UFC/ml. Además, se realizó un 
control positivo, el cual consistió en la incubación de una alícuota del cultivo de 
Salmonella, sin el agregado de los lactobacilos, en las mismas condiciones ensayadas. 
La placa se incubó por 24 horas a 37 °C en estufa abierta a la atmósfera. Pasado el 
tiempo de incubación, se descartó el medio y se realizó un doble lavado con PBS estéril 
para eliminar las bacterias no adheridas. Luego, con ayuda de un scrapper, se 
levantaron las bacterias que habían quedado adheridas a la fosa y se suspendieron en 
1 ml de PBS estéril. Se realizaron diluciones seriadas en solución salina estéril y se 
sembraron por duplicado en placas de agar LB. Las placas se incubaron por 24 horas, 
a 37 °C para determinar la concentración microbiana (UFC/fosa).  
 
 
                       2.2.8 Análisis estadístico 
 
Todos los resultados obtenidos son el promedio de experimentos realizados por 
duplicado o triplicado. Se presentan como los valores medios y sus correspondientes 
desviaciones estándar. Todos los parámetros se analizaron con el programa estadístico 
GraphPadPrism versión 5.01 (GraphPad Software, San Diego, California). Se 
consideraron diferencias significativas los valores de p < 0,05. Las diferencias 
significativas entre promedios se calcularon por ANOVA de uno o dos factores (según 
lo que se indique en cada ensayo), seguido de test de Tukey para comparaciones 
múltiples (α= 0,05). 
  
Capítulo 2: Actividad antimicrobiana de Lactobacillus y Enterococcus seleccionados sobre 
Salmonella in vitro  
92 
 
2.3 Resultados y Discusión 
 
 
2.3.1 Efecto de los cultivos completos y los SLC de los aislados de Lactobacillus 
frente a Salmonella enterica in vitro 
 
La acción inhibitoria de los lactobacilos está mediada principalmente por la presencia en 
el medio de cultivo de compuestos antimicrobianos, incluidos los ácidos orgánicos y 
bacteriocinas, y por mecanismos de coagregación entre las bacterias patógenas y los 
lactobacilos (Coman et al., 2014).En esta sección se evaluó la capacidad de inhibición 
de los aislados de Lactobacillus (caracterizados en el Capítulo 1) frente al crecimiento 
de S. enterica serovar Enteritidis cepa 105, coincubando el patógeno con las distintas 
fracciones del medio de cultivo fermentado: el producto fermentado completo (incluye la 
fracción microbiana y el producto fermentado), la fracción microbiana y el sobrenadante 
libre de células (SLC, producto fermentado filtrado). 
Se evaluó el efecto inhibitorio de L. salivarius 1231B, L. salivarius 1232Y, L. salivarius 
1234C y L. agilis 1235C frente a S. Enteritidis 105 cuando ambos microorganismos se 
incubaban juntos (coincubación). La concentración de S. Enteritidis 105 se ajustó a la 
concentración de cada aislado. 
Los tratamientos (Tto) evaluados se prepararon de acuerdo a lo expresado en la 
Sección 2.2.3 (Materiales y Métodos). Aquí sólo se recuerda, resumidamente, la 
composición de los tratamientos. 
Tto A: Salmonella+ cultivo completo (microorganismos+ SLC) 
Tto B: Salmonella+ SLC 
Tto C: Salmonella+ microorganismos (mo) 
Tto D: Salmonella + medio de cultivo acidificado artificialmente 
Tto E: Salmonella+ SLC neutralizado 
Control (K): Salmonella+ medio de cultivo sin fermentar 
 
La concentración microbiana de todos los lactobacilos a las 24 horas de incubación fue 
5,0 ± 2,1 x 108 UFC/ml y los valores de pH de los cultivos fueron 4,2, 4,2, 3,9 y 4,4 para 
L. salivarius 1232Y, L. salivarius 1231B, L. salivarius 1234C y L. agilis 1235C, 
respectivamente. El cultivo del inóculo inicial de S. Enteritidis 105 fue 5,4 ± 0,5x 108 
UFC/ml 
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 A partir de estos cultivos, se evaluó el efecto inhibitorio a distintos tiempos en 
coincubación a 37 °C durante 24 horas y los resultados obtenidos para cada aislado 
fueron expresados en las Figuras 10, 11, 12 y 13. 
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Figura 10. Efecto inhibitorio de la fracción microbiana y/o el SLC de L. salivarius 1232Y 
en el desarrollo de S. Enteritidis 105 en coincubación en medio líquido. ■ Tratamiento A 
(Salmonella + cultivo completo), ■ Tratamiento B (Salmonella + SLC), ■ Tratamiento C 
(Salmonella + mo), ■ Control K (Salmonella). Las barras corresponden a la desviación 
estándar. Evaluación estadística: ANOVA de un solo factor, test de Tukey para 
comparaciones múltiples (α= 0,05). Letras distintas indican diferencias estadísticamente 
significativas entre los diferentes tiempos de incubación en un mismo tratamiento (p < 
0,05). * indica que no se detectó crecimiento por el método de recuento en placa. 
 
De acuerdo a la Figura 10, tanto el cultivo completo como el SLC de L. salivarius 1232Y 
demostraron un marcado efecto inhibitorio frente al crecimiento de S. Enteritidis 105 
entre las 0 y 4 horas de incubación a 37 °C, con un descenso en la concentración de 
siete órdenes logarítmicos. En cuanto a los microorganismos solos, se produjo un 
descenso en la concentración entre las 0 y 4 horas, pero no fue de carácter significativo; 
a las 24 horas, se alcanzó nuevamente un recuento igual al inicial. Esto podría deberse 
a que, entre las horas 4 y 24 de incubación, se activaron mecanismos de resistencia a 
las sustancias antimicrobianas presentes en el medio. Al comparar el tratamiento A y el 
tratamiento C, se comprobó que los microorganismos, por sí solos, no tienen efecto 
inhibitorio frente al desarrollo del patógeno. La presencia del SLC, en donde se 
encuentran los metabolitos producidos por los microorganismos, fue lo que causó el 
mayor efecto inhibitorio del patógeno.  
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También se determinó la concentración del lactobacilo durante la coincubación a fin de 
conocer si se mantenía viable. Se realizaron recuentos en agar MRS a partir de los 
tratamientos que lo tenían en su formulación, es decir, en el tratamiento A y en el 
tratamiento C (Tabla 12). 
 
Tabla 12. Concentración de L. salivarius 1232Y en el tratamiento A y tratamiento C, a 
diferentes tiempos durante la evaluación del efecto inhibitorio, en coincubación con S. 
Enteritidis 105 a 37°C. Evaluación estadística: ANOVA de un solo factor, test de Tukey 
para comparaciones múltiples (α = 0,05). Letras distintas indican diferencias 
estadísticamente significativas entre los diferentes tiempos de incubación dentro de un 
mismo tratamiento (p < 0,05). 
 
Tiempo (horas) Concentración ± DE (UFC/ml) 
Tratamiento A Tratamiento C 
0 a 5,9 ± 1,3 x 108  c,d 9,5 ± 0,7 x 107 
4 a 4,7 ± 0,2 x 108 c 2,0 ± 0,7 x 108 
8 b 4,9 ± 0,3 x 107 e 6,2 ± 0,3 x 108 
24 b 1,0 ± 0,1 x 107 d 1,2 ± 4,6 x 107 
 
En el tratamiento A, la viabilidad de L. salivarius 1232Y disminuyó de manera 
significativa a las 24 horas (p < 0,05), reduciéndose en un orden logarítmico. Respecto 
al tratamiento C, la concentración aumentó significativamente a las 8 horas y, al finalizar 
el tiempo de incubación, se mantuvo en el mismo orden que al comienzo del ensayo 
(Tabla 12). De esta manera, se verificó que el lactobacilo se mantuvo viable durante el 
ensayo. 
Para el estudio del efecto inhibitorio de L. salivarius 1231B, se trabajó con tiempos de 
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Figura 11. Efecto inhibitorio de la fracción microbiana y/o el SLC de L. salivarius 1231B 
en el desarrollo de S. Enteritidis 105 en coincubación en medio líquido. ■ Tratamiento A 
(Salmonella + cultivo completo), ■ Tratamiento B (Salmonella + SLC), ■ Tratamiento C 
(Salmonella + mo), ■ Tratamiento D (Salmonella + medio acidificado artificialmente), ■ 
Tratamiento E (Salmonella + SLC neutralizado), ■ Control K (Salmonella). Las barras 
verticales corresponden a la desviación estándar. Evaluación estadística: ANOVA de un 
solo factor, test de Tukey para comparaciones múltiples (α= 0,05). Letras distintas 
indican diferencias estadísticamente significativas entre los diferentes tiempos de 
incubación en un mismo tratamiento (p < 0,05). * indica que no se detectó crecimiento 
por el método de recuento en placa. 
 
Para la cepa L. salivarius 1231B, el cultivo completo demostró un fuerte efecto 
antimicrobiano, con un descenso en la concentración de ocho órdenes logarítmicos 
entre las 0 y 2 horas de incubación a 37 °C (tratamiento A). Para el caso del SLC 
(tratamiento B), se observó un descenso estadísticamente significativo de un orden de 
magnitud entre las horas 0 y 4, para luego descender hasta siete órdenes de magnitud 
a las 6 horas y mantenerse así hasta el tiempo final de incubación (24 horas). En 
presencia de la fracción microbiana (tratamiento C), se observó un descenso 
significativo de la concentración de Salmonella dentro de las primeras 4 horas de 
incubación a 37 °C, disminuyendo hasta ocho órdenes logarítmicos y manteniéndose 
constante hasta las 24 horas. En el caso del tratamiento D, el cual contenía el SLC 
acidificado artificialmente con ácido láctico, a tiempo cero, la concentración fue menor 
(1 x 106 UFC/ml) respecto a los demás tratamientos y, a las 2 horas de incubación, la 
concentración descendió hasta no ser detectada por el método de recuento en placa. 
En el tratamiento E, la neutralización del SLC fermentado no tuvo efecto antibacteriano, 
manteniendo su concentración en el mismo orden logarítmico. Se constató la viabilidad 
de S. Enteritidis 105 durante toda la incubación en el grupo Control K. 
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Al realizar la comparación entre el tratamiento A y el tratamiento B, se determinó que 
existe acción inhibitoria por parte de las bacterias, siendo mayor el efecto antibacteriano 
mediado por los metabolitos liberados al SLC y las bacterias vivas. Esto también se 
puede concluir al comparar con el tratamiento C, donde a las 4 horas de coincubación 
con el patógeno, disminuyó su concentración significativamente hasta no ser detectada 
por el método, mientras que en el tratamiento A se determinó una disminución 
significativa a las 2 horas de coincubación (2 horas antes). 
En el tratamiento B, a las 6 horas de incubación, se observó que la concentración de S. 
Enteritidis 105 ya no fue detectada mientras que en el tratamiento E, se mantuvo en el 
orden de 108 UFC/ml. Al neutralizar el SLC, disminuyó la concentración de los ácidos 
orgánicos no disociados (Ecuación 6, Sección 2.2.5.1) disueltos en el medio de cultivo, 
por lo que el poder inhibitorio fue menor. Esto indica la importancia del efecto 
antimicrobiano ejercido por los ácidos orgánicos débiles presentes en el medio de cultivo 
fermentado por el aislado, sin despreciar el efecto producido por otros metabolitos. 
A un mismo valor de pH, el producto acidificado artificialmente con un ácido orgánico 
débil, como es el ácido láctico, obtuvo mayor efecto inhibitorio que la suma de los ácidos 
orgánicos presentes en el SLC. A la hora cero de incubación (al ponerse en contacto 
inmediatamente con el patógeno), la concentración de S. Enteritidis 105 estuvo dos 
órdenes de magnitud por debajo en el tratamiento D, respecto al tratamiento B, y a las 
2 horas de incubación, ya había llegado a un valor no detectable por el método de 
recuento en placa; para el caso del tratamiento B, fue necesaria la incubación durante 
4 horas para llegar al mismo valor. Es decir, en presencia de los ácidos orgánicos del 
SLC, el tiempo para alcanzar la máxima inhibición es mayor. Se podría hipotetizar que 
la presencia de otros ácidos orgánicos diferentes al ácido láctico, como el ácido acético, 
también contribuyen al valor de pH. Como el porcentaje de ácidos no disociados 
depende del valor de la constante de disociación (pka) de cada ácido orgánico presente 
y del pH del medio, aunque el valor final de pH sea el mismo, la cantidad de ácidos 
orgánicos débiles en forma no disociada será diferente entre el tratamiento B y el 
tratamiento D. 
Respecto a L. salivarius 1234C (Figura 12), el cultivo completo demostró efecto 
antimicrobiano (tratamiento A). En los primeros treinta minutos de incubación, hubo un 
descenso de un orden logarítmico estadísticamente significativo en la concentración 
(106 UFC/ml), luego descendió tres órdenes de magnitud entre los treinta minutos y una 
hora, hasta llegar a la concentración del orden de 103 UFC/ml. Entre 1 y 2 horas de 
incubación, la concentración se mantuvo en el mismo orden, pero con una diferencia 
estadísticamente significativa entre los dos valores. Para el caso del tratamiento con el 
SLC (tratamiento B), la concentración se mantuvo sin diferencias significativas en el 
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orden de 108 UFC/ml, entre el tiempo cero y las 2 horas de incubación. Entre las 2 y 4 
horas, disminuyó la concentración hasta no ser posible su detección por el método de 
recuento en placa, con un descenso de 8 órdenes logarítmicos. Esta situación se 
mantuvo hasta las 6 horas de incubación. En presencia de la fracción microbiana 
(tratamiento C), se observó un descenso significativo de la concentración de S. 
Enteritidis 105 dentro de los primeros treinta minutos de incubación a 37 °C, de 107 a 
106 UFC/ml. Entre los treinta minutos y la primera hora, el descenso fue 
significativamente mayor, llegando a una concentración del orden de 102 UFC/ml; y entre 
la primera y segunda hora, la concentración se hizo no detectable por el método. En el 
caso del tratamiento D, el cual contenía el SLC acidificado artificialmente con ácido 
láctico, hubo un descenso significativo en la concentración durante los primeros treinta 
minutos, disminuyendo tres órdenes logarítmicos y obteniendo un recuento del orden de 
104 UFC/ml. A partir de ese tiempo y hasta las 2 horas de incubación, no se detectó 
Salmonella viable en el medio. En el tratamiento E, la neutralización del SLC fermentado 
no tuvo efecto antibacteriano; aunque hubo diferencias estadísticamente significativas 
en las concentraciones durante las 24 horas de incubación, la misma se mantuvo en el 
mismo orden logarítmico (108 UFC/ml). 
Adicionalmente se constató la viabilidad de S. Enteritidis 105 durante toda la incubación 
a través del grupo Control K, manteniendo su concentración por encima del orden de 
108 UFC/ml. 
Al realizar la comparación entre el tratamiento A y el tratamiento B, se determinó que 
existe acción inhibitoria por parte de las bacterias, siendo mayor el efecto antibacteriano 
en presencia de los metabolitos liberados al SLC junto a las bacterias. A las 2 horas de 
incubación, el descenso en la concentración fue mayor en presencia del cultivo 
fermentado completo respecto al SLC solo. Esto también se puede concluir al comparar 
con el tratamiento C, donde a las 2 horas de coincubación junto al patógeno, disminuyó 
su concentración significativamente hasta no ser detectada por el método, mientras que 
en el tratamiento A se determinó una concentración de 4 x 103 UFC/ml al mismo tiempo.  
Al comparar el tratamiento B con el tratamiento E, la neutralización dejó sin efecto 
inhibitorio al SLC: durante las primeras 4 horas de incubación, la concentración de S. 
Enteritidis 105 en presencia del SLC neutralizado se mantuvo en el orden de 108 UFC/ml 
mientras que, en el SLC sin neutralizar, la concentración alcanzó un valor no detectable 
por el método de recuento en placa al finalizar las 4 horas. Se determinó que los ácidos 
orgánicos débiles, en su forma no disociada, ejercieron un fuerte efecto inhibitorio.  
A un mismo valor de pH (3,9), el producto acidificado artificialmente con ácido láctico 
obtuvo mayor efecto inhibitorio que la suma de los ácidos orgánicos débiles presentes 
en el SLC. Al tiempo cero de incubación (al ponerse en contacto inmediatamente con el 
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patógeno), la concentración de S. Enteritidis 105 estuvo un orden de magnitud por 
debajo en el tratamiento D, respecto al tratamiento B, y a las 2 horas de incubación, se 
alcanzó un valor no detectable por el método de recuento en placa; para el caso del 
tratamiento B, fue necesaria la incubación durante 4 horas para alcanzar al mismo valor. 
Este comportamiento también se observó en el caso de L. salivarius 1231B. 
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 Figura 12. Efecto inhibitorio de la fracción microbiana y/o el SLC de L. salivarius 1234C 
en el desarrollo de S. Enteritidis 105 en coincubación en medio líquido. ■ Tratamiento A 
(Salmonella + cultivo completo), ■ Tratamiento B (Salmonella + SLC), ■ Tratamiento C 
(Salmonella + mo), ■ Tratamiento D (Salmonella + medio acidificado artificialmente), ■ 
Tratamiento E (Salmonella + SLC neutralizado), ■ Control K (Salmonella). Las barras 
verticales corresponden a la desviación estándar. Evaluación estadística: ANOVA de un 
solo factor, test de Tukey para comparaciones múltiples (α= 0,05). Letras distintas 
indican diferencias estadísticamente significativas entre los diferentes tiempos de 
incubación en un mismo tratamiento (p < 0,05). * indica que no se detectó crecimiento 
por el método de recuento en placa. 
 
Respecto al efecto inhibitorio de L. salivarius 1235C frente a S. Enteritidis 105 (Figura 
13), el cultivo completo no demostró efecto antimicrobiano (tratamiento A). En los 
primeros treinta minutos de incubación, no hubo un descenso estadísticamente 
significativo respecto a la concentración a tiempo cero (108 UFC/ml); entre los treinta 
minutos y la primera hora, la concentración disminuyó significativamente un orden de 
magnitud y, entre la hora 1 y 2, el recuento en el orden de 107 UFC/ml sin diferencia 
significativa. Durante las primeras 2 horas, la concentración del patógeno disminuyó un 
orden logarítmico. En el caso del tratamiento con el SLC (tratamiento B), la 
concentración se mantuvo sin diferencias significativas en el orden de 108 UFC/ml, entre 
el tiempo cero y las 4 horas de incubación; y entre las 4 y 6 horas, la concentración 
disminuyó significativamente un orden logarítmico de magnitud (107 UFC/ml). En 
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presencia de la fracción microbiana (tratamiento C), la concentración del patógeno se 
mantuvo en el orden de 108 UFC/ml dentro de la primera hora de incubación a 37 °C, 
sin diferencias significativas entre la hora cero, treinta minutos y 1 hora; a las 2 horas de 
incubación, la cantidad de Salmonella viable disminuyó significativamente en 
aproximadamente 1 logaritmo de magnitud. En el caso del tratamiento D, el cual 
contenía el SLC acidificado artificialmente con ácido láctico, la concentración de 
Salmonella aumentó significativamente (un orden de magnitud) entre el tiempo cero y 
los primeros treinta minutos, alcanzado un valor de 1x109 UFC/ml; a la primera hora, 
disminuyó hasta un valor sin diferencias con el tiempo cero y luego descendió 
significativamente dos órdenes de magnitud, hasta llegar a un valor de 106 UFC/ml. En 
el tratamiento E, la neutralización del SLC fermentado no tuvo efecto antibacteriano; 
aunque hubo diferencias estadísticamente significativas en las concentraciones durante 
las 24 horas de incubación, la misma se mantuvo en el orden logarítmico de 108 UFC/ml 
y aumentó al final de la incubación hasta alcanzar una concentración de 109 UFC/ml. 
La viabilidad de S. Enteritidis 105 se constató durante toda la incubación a través del 
grupo Control K, manteniendo su concentración por encima del orden de 108 UFC/ml. 
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Figura 13. Efecto inhibitorio de la fracción microbiana y/o el SLC de L. agilis 1235C en 
el desarrollo de S. Enteritidis 105 en coincubación en medio líquido. ■ Tratamiento A 
(Salmonella + cultivo completo), ■ Tratamiento B (Salmonella + SLC), ■ Tratamiento C 
(Salmonella + mo), ■ Tratamiento D (Salmonella + medio acidificado artificialmente), ■ 
Tratamiento E (Salmonella + SLC neutralizado), ■ Control K (Salmonella). Las barras 
verticales corresponden a la desviación estándar. Evaluación estadística: ANOVA de un 
solo factor, test de Tukey para comparaciones múltiples (α= 0,05). Letras distintas 
indican diferencias estadísticamente significativas entre los diferentes tiempos de 
incubación en un mismo tratamiento (p < 0,05). 
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Al realizar la comparación entre el tratamiento A y el tratamiento B, se determinó acción 
inhibitoria por parte de las bacterias, es decir, la presencia de los microorganismos vivos 
contribuye al efecto inhibitorio generado por los metabolitos presentes en el SLC. A las 
2 horas de incubación a 37 °C, se produjo un descenso en la concentración del patógeno 
mayor en presencia del cultivo fermentado completo (5 x 107 UFC/ml) respecto al SLC 
solo (6 x 108 UFC/ml). Esto también se puede evidenciar al comparar con el tratamiento 
C, donde a las 2 horas de coincubación junto al patógeno, la concentración alcanzó un 
valor de 1 x 108 UFC/ml.  
Al comparar el tratamiento B con el tratamiento E, durante las primeras 4 horas de 
incubación, la concentración de S. Enteritidis 105 en presencia del SLC neutralizado y 
sin neutralizar se mantuvo en un mismo orden (108 UFC/ml). Sin embargo, a las 6 horas 
de incubación en presencia del SLC sin neutralizar, la concentración disminuyó 
significativamente llegando a 1 x 107 UFC/ml; mientras que con el SLC neutralizado a 
las 24 horas, la concentración del patógeno no demostró diferencia significativa con la 
obtenida a las 4 horas de incubación. Nuevamente se evidenció el efecto antibacteriano 
de los ácidos orgánicos débiles, en su forma no disociada.  
Como se observó previamente con el aislado L. salivarius 1234C, el medio acidificado 
artificialmente con ácido láctico (Tto D) demostró un mayor poder inhibitorio que el 
obtenido con el SLC (Tto B) a pH 4,4. A las 2 horas de incubación, la concentración del 
patógeno en el Tto D estuvo dos órdenes por debajo respecto al obtenido con el Tto B. 
Al finalizar las 6 horas de incubación en el Tto B (1 x 107 UFC/ml), el efecto inhibitorio 
fue menor que el obtenido en el Tto D a las 2 horas (4 x 106 UFC/ml). 
Haciendo una revisión bibliográfica respecto a esto estudios, podemos encontrar 
trabajos con resultados variables. Adetoye et al. (2018) evaluaron el efecto de la 
coincubación de las especies L. salivarius C86 y L. amylovorus C94 (aisladas de materia 
fecal fresca de ganado vacuno), frente a dos cepas de Salmonella enterica spp., en 
concentraciones similares a las ensayadas en este trabajo. En el trabajo mencionado 
se demostró un potente efecto antibacteriano por parte de ambas cepas de lactobacilos: 
disminuyendo en ocho órdenes logarítmicos la concentración del patógeno al pasar de 
las 8 a las 16 horas de incubación. Al comparar estos resultados con los obtenidos en 
esta Tesis, la reducción del S. Enteritidis 105, en presencia de sólo los microorganismos, 
se alcanzó en un tiempo menor para el caso de L. salivarius 1231B (4 horas) y L. 
salivarius 1234C (2 horas). En todos los casos evaluados en esta Tesis, el efecto 
inhibitorio fue muy marcado a tiempos cortos de contacto entre el patógeno y el 
lactobacilo. 
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En otro estudio, Coman et al. (2014), determinó el efecto de L. rhamnosus IMC 501, L. 
paracasei IMC 502 y el producto probiótico formado por las dos cepas (SYNBIO®) frente 
al crecimiento de S. enterica serovar Enteritidis DSM 14221. Cada lactobacilo/producto 
probiótico se coincubó con la cepa patógena a iguales concentraciones (1x108 UFC/ml). 
Los autores observaron que, luego de 24 horas a 37 ºC, los porcentajes de inhibición 
obtenidos fueron mayores al 80 % en presencia de las dos cepas y el producto 
probiótico, demostrando un fuerte efecto de inhibición. 
En la investigación realizada por Olivares et al. (2006) se estudió el efecto inhibitorio 
frente a S. choleraesuis CECT4155 de los SLC neutralizados (pH 7) obtenidos a partir 
del crecimiento de cepas de L. salivarius, L. fermentum, L. gasseri y L. coryniformis 
(aisladas de leche materna). Al cabo de 6 horas, el patógeno aumentó su concentración 
en un orden de magnitud en presencia de SLC de L. salivarius y L. fermentum; para el 
resto de las cepas, la concentración se mantuvo igual a la inicial.   
A las 24 horas, no se detectó crecimiento en presencia de los SLC neutralizados de L. 
gasseri y hubo una disminución (hasta un 20%) en el caso de los cultivos incubados con 
los SLC de los restantes lactobacilos. Estos resultados concuerdan con los obtenidos 
en esta Tesis, donde en presencia de los SLC neutralizados de L. salivarius 1231B y 
1234C, no hubo crecimiento de S. Enteritidis 105 durante las 24 horas de coincubación; 
sin embargo, el patógeno fue capaz de crecer en coincubación con el SLC neutralizado 
de L. agilis 1235C; este efecto podría explicarse teniendo en cuenta que, al neutralizar 
el SLC, disminuye la concentración de ácidos orgánicos débiles en solución, los cuales 
serían los responsables del efecto inhibitorio.  
Abdel-Daim et al. (2013) estudiaron el efecto de doce cepas de L. plantarum en el 
desarrollo de S. typhi (SS6). Para ello, a partir de inóculos de concentración de 105 
UFC/ml, se realizaron coincubaciones en medio líquido durante 24 horas y se determinó 
la concentración del patógeno y de los lactobacilos. Los resultados demostraron que 
solo nueve de los aislados inhibieron el crecimiento de S. typhi SS6 significativamente 
luego de las 24 horas de incubación, obteniendo diferencias en la concentración en el 
rango de 2 a 7 órdenes logarítmicos menos respecto al control (concentración de 9 
órdenes logarítmicos). Además, estos autores observaron que el crecimiento de los 
Lactobacillus evaluados no se vio afectado por la presencia de la cepa patógena durante 
la coincubación. De acuerdo a los resultados de esta investigación, el efecto inhibitorio 
es cepa dependiente. Un comportamiento similar se observó en esta Tesis con los 
distintos aislados de L. salivarius (1231B, 1232Y y 1234C). 
Drago et al. (1997) investigó el efecto de L. paracasei (B21060 y B21070) y L. 
acidophilus (B21190) respecto al crecimiento en coincubación con una cepa de S. 
Enteritidis y observó que los lactobacilos, independientemente, lograron inhibir el 
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crecimiento del patógeno luego de 24 horas de coincubación, con una disminución de 
seis órdenes logarítmicos. Sin embargo, la mezcla de lactobacilos ejerció un mayor 
efecto respecto a las cepas individuales inhibiendo casi por completo el crecimiento de 
S. Enteritidis a las 24 y 48 horas, con una disminución de siete órdenes logarítmicos en 
el crecimiento en comparación con los controles. El trabajo de Drago et al. (1997) 
destaca la importancia de trabajar con un producto probiótico multicepa, con el cual se 
puede alcanzar un mayor efecto inhibitorio respecto a las cepas de forma individual. 
De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos concluir que L. salivarius 1231B, 
1232Y y 1234C fueron los aislados con el mayor efecto inhibitorio frente a Salmonella 
Enteritidis 105. Tanto la fracción microbiana como los metabolitos presentes en los SLC 
contribuyeron a este efecto. También debe destacarse que la inhibición fue a tiempos 




2.3.2 Actividad inhibitoria de los sobrenadantes libres de células (SLC): porcentaje 
de reducción del crecimiento 
 
Las especies pertenecientes al género Lactobacillus producen y secretan al medio de 
cultivo compuestos que poseen un amplio espectro de aplicación debido a su efectiva 
actividad antimicrobiana y antifúngica (Vandenbergh et al., 1993; Wang et al., 2012; 
Leyva Salas et al., 2017; Russo et al., 2017; Tan et al., 2017; Koohestani et al., 2018). 
Dentro de estos compuestos se pueden mencionar las bacteriocinas (Toba et al., 1991; 
Vignolo et al., 1996; Udhayashree et al., 2012; Kang et al., 2017), los ácidos orgánicos 
(Neal-McKinney et al., 2012; Poppi et al., 2015; Guimarães et al., 2018; Hu et al., 2019) 
y el peróxido de hidrógeno (Pridmore et al., 2008; Suskovich et al., 2010; Er et al., 2019). 
Las especies pertenecientes al género Enterococcus, las cuales forman parte del grupo 
de las bacterias lácticas, también son capaces de producir compuestos antimicrobianos 
e inhibir el crecimiento de patógenos como Salmonella sp., Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus (Audisio et al., 1999; Abdel-Hamid 
et al., 2018; Indira et al., 2018). 
Por lo tanto, es interesante evaluar la actividad inhibitoria de los SLC del cultivo de los 
aislados frente a microorganismos potencialmente patógenos de importancia avícola. 
Se utilizaron para los ensayos una cepa de E. coli, aislada de un brote aviar y diferentes 
cepas de Salmonella enterica serovar Enteritidis (cepa 101, 105 y 106) y Gallinarum 
(cepa 111). 
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Inicialmente, se puso a punto la técnica realizando una evaluación con el SLC de L. 
salivarius 1231B en el medio MRS comercial, que es el medio de cultivo utilizado 
regularmente para el crecimiento de lactobacilos. A fin de seleccionar las diluciones de 
los SLC que se iban a evaluar, se utilizó en concentración directa (sin diluir) y diluciones 
seriadas: 1/5, 1/10, 1/20 y 1/100 (Figura 14). El patógeno empleado para esta 
determinación fue S. Enteritidis 105, en concentración 1 x 107 UFC/ml. 
La actividad inhibitoria de los SLC y sus diluciones fue expresada como el porcentaje de 
reducción del crecimiento (% RC) medido a una longitud de onda de 620 nm comparado 
con el control positivo, de acuerdo a la Ecuación 1 (Sección 2.2.4) (Figura 14). La 
reducción del crecimiento se informó como positiva (mayor al 20 %), baja (entre 20 % y 
40 %), media (entre el 40 % y 70 %) y fuerte (mayor al 70 %) (Gerez et al., 2009; Gamba 
Villaroel et al., 2016); los valores límites de esta clasificación se indican con líneas 
punteadas en los gráficos. 
Adicionalmente, se determinó si el efecto inhibitorio del SLC y/o sus diluciones fue de 
carácter bacteriostático (“-STATICO”, inhibición del crecimiento microbiano en presencia 
del SLC) o bactericida (“-CIDA”, muerte bacteriana).  
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Figura 14. Porcentaje de reducción del crecimiento (% RC) de S. Enteritidis 105 en 
presencia del SLC de L. salivarius 1231B (cultivado en MRS a 37 °C por 24 horas): en 
concentración directa (■ C. Directa) y diluciones: (■ D. 1/5, ■ D. 1/10, ■ D. 1/20 y ■ D. 
1/100). Debajo de las barras se indica si el efecto inhibitorio fue de tipo bactericida (-
CIDA) o si hubo crecimiento a simple vista (*). El pH final del SLC fue 3,9. Las barras 
verticales corresponden a la desviación estándar. Evaluación estadística: ANOVA de un 
solo factor, test de Tukey para comparaciones múltiples, α= 0,05. Letras distintas indican 
diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos (p  0,05). Los límites 
establecidos de acuerdo a la clasificación del efecto inhibitorio se indican con líneas 
punteadas. 
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De acuerdo a la Figura 14, al desafiar S. Enteritidis 105 con el SLC en concentración 
directa, el porcentaje de reducción del crecimiento fue 95,4 % (± 0,1 %), indicando una 
fuerte inhibición. Dicha capacidad inhibitoria se redujo significativamente a valores 
cercanos al 40 %, entre las diluciones 1/5 (38,9 % ± 6,7 %) y 1/10 (37,8 % ± 6,9 %), en 
cuyos casos, la reducción del crecimiento se consideró baja. Y para las diluciones 1/20 
y 1/100 se obtuvieron valores de 13,2 % (± 3,5 %) y 8,0 % (± 1,4 %), respectivamente, 
considerándose que no hubo inhibición del crecimiento. A partir de los pocillos que no 
evidenciaron crecimiento a simple vista (sólo los correspondientes al SLC en 
concentración directa), se sembró una alícuota con un ansa estéril en el medio de cultivo 
Hektoen Entérico a fin de determinar si la inhibición fue de carácter bactericida o 
bacteriostático. Los resultados permitieron concluir que el SLC de L. salivarius 1231B, 
en concentración directa, presentó efecto bactericida frente a esta cepa de Salmonella, 
es decir, que los metabolitos presentes en el sobrenadante fueron capaces, no sólo de 
inhibir el desarrollo del patógeno en su presencia, sino causar su muerte. 
En base a que el efecto de inhibición fue negativo a diluciones del SLC mayores a 1/10, 
se decidió ajustar el rango de las concentraciones evaluadas. Se ensayó el efecto 
inhibitorio del SLC en concentración 1/2, 1/4,1/6 y 1/10 (Figura 15). 
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Figura 15. Porcentaje de reducción del crecimiento (% RC) de Salmonella Enteritidis 
105 en presencia del SLC de L. salivarius 1231B (cultivado en MRS a 37 °C por 24 
horas): concentración directa (■ C. directa) y diluciones: (■ D. 1/2, ■ D. 1/4, ■ D. 1/6 y ■ 
D. 1/10).  Se indica si el efecto inhibitorio fue de tipo bacteriostático (-STÁTICO) o 
bactericida (-CIDA). El pH final del SLC fue 3,9. Las barras verticales corresponden a la 
desviación estándar. Evaluación estadística: ANOVA de un solo factor, test de Tukey 
para comparaciones múltiples, α = 0,05. Letras distintas indican diferencias 
estadísticamente significativas entre los aislados tratamientos (p  0,05). Los límites 
establecidos de acuerdo a la clasificación del efecto inhibitorio se indican con líneas 
punteadas. 
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De acuerdo a la Figura 15, todas las diluciones evaluadas del SLC de L. salivarius 
1231B en el medio MRS presentaron un porcentaje de reducción del crecimiento de S. 
Enteritidis 105 mayor al 20 %, indicando que los productos de la fermentación de esta 
cepa (pH 3,9) ejercieron acción antibacteriana.  
El mayor porcentaje de reducción del crecimiento de S. Enteritidis 105 se obtuvo 
utilizando el SLC en concentración directa, con un valor de 67,1 % (± 1,4 %). Al diluir el 
SLC a la mitad, se obtuvo un porcentaje de 44,5 % (± 1,6 %). A partir de la dilución 1/4, 
el efecto se consideró bajo, con valores de porcentaje de reducción de 31,3 % (± 5,9 
%), 28,9 % (± 2,1) y 28,8 % (± 1,4 %) para el SLC en concentración 1/4, 1/6 y 1/10, 
respectivamente. 
Adicionalmente, se evaluó el efecto bacteriostático / bactericida de todas las 
concentraciones del SLC ya que en todos los pocillos no se observó crecimiento 
microbiano a simple vista. Se sembró una alícuota con un ansa estéril en el medio de 
cultivo Hektoen Entérico. El SLC de L. salivarius 1231B, tanto en concentración directa 
como en las concentraciones 1/2, 1/4 y 1/6 demostraron efecto bactericida; mientras 
que la concentración 1/10 mostró efecto bacteriostático. 
Este resultado nos indica que se podría utilizar el SLC de L. salivarius 1231B diluido 
hasta 1/6 y el efecto sería el mismo que se obtiene trabajando en concentración directa, 
es decir, sin diluir. Este es un dato importante teniendo en cuenta que los volúmenes 
con los que se trabaja a nivel productivo son elevados y poder diluir el SLC generaría 
un mayor rendimiento a partir del cultivo del aislado. 
Una vez realizado el ajuste inicial de las concentraciones del SLC, se procedió a evaluar 
el efecto de los SLC de L. salivarius 1234C, L. agilis 1235C, Enterococcus sp. 2 y L. 
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Figura 16. Porcentaje de reducción del crecimiento (% RC) de S. Gallinarum 111 en 
presencia del SLC de L. salivarius 1234C (), L. agilis 1235C (), Enterococcus sp. 2 
(■) y L. plantarum CIDCA 83114 (■) en MRS comercial, tanto en concentración directa 
(C. Directa) como diluido (D. 1/2, D. 1/4, D. 1/6 y D. 1/10). Las barras verticales 
corresponden a la desviación estándar. Evaluación estadística: ANOVA de dos factores, 
test de Tukey para comparaciones múltiples (α= 0,05). Letras distintas indican 
diferencias estadísticamente significativas entre los SLC y sus diluciones (p < 0,05). Los 




Todos los SLC evaluados, incluso los diluidos hasta 1/10, demostraron una reducción 
del crecimiento de S. Gallinarum 111 de más del 70 % luego de una incubación de 24 
horas a 37 °C (Figura 16).  
Adicionalmente, se evaluó si el efecto inhibitorio de los SLC fue de tipo bacteriostático 
o bactericida frente a este aislado de Salmonella (Tabla 13).  
 
Tabla 13. Carácter del efecto inhibitorio frente a S. Gallinarum 111 de los SLC obtenidos 
a partir de la fermentación de L. salivarius 1234C, L. agilis 1235C, Enterococcus sp. 2 y 


















1234C 3,9 -cida -cida -cida -statico -statico 
L. agilis 
1235C 4,6 -cida -cida -statico -statico -statico 
Enterococcus 




3,9 -cida -cida -cida -statico -statico 
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Todos los SLC sin diluir y diluidos 1/2 demostraron efecto de tipo bactericida; inclusive, 
se halló este efecto en la dilución 1/4 de los SLC obtenidos a partir del cultivo de L. 
salivarius CM-CIDCA 1234C y L. plantarum CIDCA 83114. El resto de las diluciones de 
los SLC evaluados demostraron acción bacteriostática hasta en la dilución 1/10, que fue 
la mayor dilución evaluada. 
Si quisiéramos comparar el efecto que tiene un mismo SLC de un aislado frente a dos 
patógenos diferentes, se podría observar que, para el caso del SLC de L. salivarius 
1234C, el efecto bactericida frente a E. coli se observó hasta en la dilución 1/2 inclusive, 
siendo de carácter fuerte (mayor al 70%) hasta la dilución 1/6; mientras que frente a la 
cepa S. Gallinarum 111, el efecto bactericida se halló hasta en la dilución 1/4 del SLC y 
todas las diluciones evaluadas en el ensayo tuvieron un fuerte efecto de reducción, con 
porcentajes mayores al 70%. El SLC de L. agilis 1235C demostró efecto bactericida 
frente a E. coli y S. Gallinarum 111 hasta en la dilución 1/2 (inclusive) y los porcentajes 
de reducción fueron mayores al 70% hasta en la dilución 1/10. El SLC de Enterococcus 
sp. 2 presentó efecto bactericida hasta en la dilución 1/2 respecto al crecimiento de los 
dos patógenos y porcentajes de reducción mayores al 70% hasta la dilución 1/4 para E. 
coli y hasta 1/10 para S. Gallinarum.  
En conclusión, si se quisieran utilizar los SLC de L. salivarius 1234C, L. agilis 1235C y 
Enterococcus sp. 2 para eliminar E. coli, podrían diluirse hasta 1/2; en cambio, si se 
quisieran utilizar para eliminar S. Gallinarum 111, el SLC de L. agilis 1235C y 
Enterococcus podrían utilizarse hasta diluidos 1/2 (como para E. coli) y el de L. salivarius 
1234C podría diluirse hasta 4 veces para generar el efecto bactericida.  
Para el estudio del efecto inhibitorio del SLC de Enterococcus sp. 2 y las diluciones 
obtenidas a partir del cultivo en medio MRS, se amplió el número de cepas patógenas 
a evaluar: S. Enteritidis: S. Enteritidis 101, S. Enteritidis 105 y S. Enteritidis 106. Los 
resultados se presentan en la Figura 17. 
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Figura 17. Porcentaje de reducción del crecimiento (% RC) de S. Enteritidis 101(■), S. 
Enteritidis 105 (■) y S. Enteritidis 106 (■) en presencia del SLC de Enterococcus sp. 2 
obtenido por cultivo en MRS comercial, tanto en concentración directa (C. Directa) como 
diluido (D. 1/2, D. 1/4, D. 1/6 y D. 1/10). Las barras verticales corresponden a la 
desviación estándar. Evaluación estadística: ANOVA de dos factores, test de Tukey para 
comparaciones múltiples (α= 0,05). Letras distintas indican diferencias estadísticamente 
significativas entre los SLC y sus diluciones (p < 0,05). Los límites establecidos de 
acuerdo a la clasificación del efecto inhibitorio se indican con líneas punteadas. 
 
 
Los resultados fueron dependientes de la serovariedad del patógeno: para el caso de S. 
Enteritidis 101, se obtuvo una fuerte reducción del crecimiento hasta la dilución 1/4 del 
SLC del Enterococcus sp. 2, con porcentajes de reducción del 80 %, y una reducción 
del crecimiento media al diluir el SLC en 1/6 y 1/10. Por otro lado, la presencia del SLC 
y todas sus diluciones provocaron una reducción del crecimiento media de S. Enteritidis 
105, con valores en el rango de 40 – 70 %, sin hallar diferencias significativas. Además, 
para el caso de S. Enteritidis 106, se observó un comportamiento similar a S. Enteritidis 
101, donde se obtuvo una fuerte reducción del crecimiento hasta la dilución 1/6 del SLC 
del Enterococcus sp. 2., con porcentajes de reducción del 80 %, y un efecto de reducción 
medio al diluir el SLC en 1/10.   
También se evaluó si el efecto inhibitorio del SLC fue de tipo bacteriostático o bactericida 
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Tabla 14. Carácter del efecto inhibitorio frente a S. Enteritidis 101, S. Enteritidis 105 y 
S. Enteritidis 106 del SLC obtenido a partir de la fermentación de Enterococcus sp. 2 















S. Enteritidis 101 -cida -statico -statico - - 
S. Enteritidis 105 -cida -cida -cida -statico -statico 
S. Enteritidis 106 -cida -statico -statico - - 
Nota: las diluciones de los SLC que no evidenciaron, a simple vista, efecto inhibitorio no fueron 
evaluadas y se indican como (-). 
 
Se puede observar que, aunque el efecto del SLC de Enterococcus sp. 2 y sus diluciones 
frente a S. Enteritidis 105 se encontró en el rango medio de reducción del crecimiento 
(40 – 70 %) (Figura 17), éste fue de acción bactericida hasta la dilución 1/4 y 
bacteriostática con las diluciones 1/6 y 1/10. En cambio, en los casos de S. Enteritidis 
101 y S. Enteritidis 106, donde se había informado un fuerte efecto de reducción del 
crecimiento hasta diluciones 1/4 y 1/6 de los SLC (porcentajes mayores al 70 %), 
respectivamente, se determinó que el efecto de inhibición fue de carácter bactericida 
sólo en concentración directa; y efecto bacteriostático para las diluciones 1/2 y 1/4 de 
los SLC. De modo que, el efecto del SLC de Enterococcus sp. 2 frente a S. Enteritidis 
es cepa dependiente: si quisiera causar la muerte bacteriana de S. Enteritidis 101 y 106, 
el SLC debería utilizarse sin ser diluido; en cambio, para actuar frente a S. Enteritidis 
105, podría diluirse hasta 1/4 y se alcanzaría el mismo efecto bactericida que en 
concentración directa.  
También se estudió el efecto inhibitorio de los SLC frente a una cepa de E. coli aislada 
durante esta Tesis a partir de un brote en una granja avícola. En este caso, se evaluó 
el efecto de los SLC obtenidos a partir del crecimiento en medio MRS comercial de L. 
salivarius 1234C, L. agilis 1235C, Enterococcus sp. 1, Enterococcus sp. 2 y 
Enterococcus sp. 3 en el crecimiento de este aislado (Figura 18).  
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Figura 18. Porcentaje de reducción del crecimiento (% RC) de E. coli en presencia del 
SLC de L. salivarius 1234C (), L. agilis 1235C (), Enterococcus sp. 1 (■), 
Enterococcus sp. 2 (■) y Enterococcus sp. 3 (■) en medio MRS comercial, tanto en 
concentración directa (C. directa) como diluido (D. 1/2, D. 1/4, D. 1/6 y D. 1/10). Las 
barras verticales corresponden a la desviación estándar. Evaluación estadística: 
ANOVA de dos factores, test de Tukey para comparaciones múltiples (α= 0,05). Letras 
distintas indican diferencias estadísticamente significativas entre los SLC y sus 
diluciones (p < 0,05). Los límites establecidos de acuerdo a la clasificación del efecto 
inhibitorio se indican con líneas punteadas. 
 
 
De acuerdo a los resultados, los SLC de todos los aislados hasta la dilución 1/4 
demostraron una fuerte reducción del crecimiento de E. coli, con valores porcentuales 
por arriba del 70 %. A mayores diluciones del SLC (1/6 y 1/10), el efecto inhibitorio se 
redujo significativamente para el caso de los Enterococcus sp., a niveles de bajo efecto 
para Enterococcus sp. 1 y Enterococcus sp. 2 en dilución 1/6 y efecto negativo a la 
mayor dilución; en el caso del Enterococcus sp. 3, el SLC diluido 1/6 y 1/10 demostró 
un efecto de reducción medio y negativo, respectivamente. 
En el caso de Lactobacillus sp., hasta en la dilución 1/6 se observó un fuerte efecto de 
reducción, con valores por encima del 70 %. Para L. agilis 1235C, se observó una 
reducción fuerte (mayor al 70 %) hasta la dilución 1/10, inclusive; en cambio, L. salivarius 
1234C demostró un efecto de reducción medio (en el rango 40 – 70 %) a la mayor 
dilución del SLC evaluada. 
Adicionalmente, se evaluó si el efecto inhibitorio de los SLC fue de tipo bacteriostático 
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Tabla 15. Carácter del efecto inhibitorio frente a E. coli de los SLC obtenidos a partir de 
la fermentación de L. salivarius 1234C, L. agilis 1235C, Enterococcus sp. 1, 











L. salivarius 1234C 4,0 -cida -cida -statico -statico - 
L. agilis 1235C 3,8 -cida -cida -statico -statico -statico 
Enterococcus sp. 1 4,5 -cida -cida -statico - - 
Enterococcus sp. 2 4,5 -cida -cida -statico - - 
Enterococcus sp. 3 4,4 -cida -cida -statico -statico -statico 
Nota: las diluciones de los SLC que no evidenciaron, a simple vista, efecto inhibitorio no fueron 
evaluadas y se indican como (-). 
 
Los resultados demostraron que se podrían utilizar los SLC de cualquiera de los aislados 
evaluados frente a E. coli, tanto sin diluir como diluidos 1/2, obteniendo un efecto 
bactericida. Este dato es importante, teniendo en cuenta que este aislado de E. coli fue 
resistente a la acción de diferentes antibióticos (Trimethoprim sulfa, ampicilina, 
cafalosporina de primera y moderada resistencia a norfloxacina). Entonces, el uso de 
los SLC sería una alternativa eficaz al empleo de los antibióticos.  
Respecto a los resultados obtenidos frente a S. Gallinarum 111 y E. coli (Tabla 13 y 
Tabla 15), el SLC de Enterococccus sp. 2 podría utilizarse diluido 1/2 para ejercer efecto 
bactericida; reforzando la idea de que la concentración de SLC elegida dependerá del 
patógeno que se quiera inhibir/matar ya que diferentes cepas de Salmonella y E. coli 
demostraron tener diferente susceptibilidad frente al SLC de un mismo lactobacilo. 
Estos resultados coinciden con los hallados en otras investigaciones donde se ha 
estudiado la acción de SLC obtenidos de cultivos de distintas cepas de bacterias lácticas 
frente a E. coli. De acuerdo a la investigación realizada por Roldán et al. (2011), el SLC 
de L. casei 206/1 ejerció efecto bactericida frente al crecimiento de E. coli O157:H7 al 
cabo de 24 horas de incubación a 37 °C. El resultado es coincidente con el obtenido en 
esta Tesis, donde todos los SLC en concentración directa presentaron efecto 
bactericida. 
Por su parte, Inturri et al. (2019) evaluó la capacidad de inhibición de los SLC (y varias 
diluciones) obtenidos a partir del cultivo de Bifidobacterium longum BB536 y L. 
rhamnosus HN001, ya sea separados o en combinación, frente a aislados clínicos de E. 
coli. El efecto inhibitorio resultó estar dentro del rango de muy fuerte (SLC en dilución 
1/8) a fuerte (SLC en dilución 1/4). Este autor, reportó que los SLC neutralizados 
aumentaron ligeramente su actividad antibacteriana con respecto a los SLC sin 
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neutralizar. Sin embargo, en otro trabajo, Poppi et al. (2015) evaluó el efecto de los SLC 
de bacterias lácticas (L. plantarum, L. delbruecki subsp. delbruecki, L. reuteri, L. casei 
subsp. pseudoplantarum), aisladas de cama de pollos, frente al desarrollo de una cepa 
de E. coli O157:H7 y los resultados demostraron que los SLC ejercieron un importante 
efecto inhibitorio, pero, al ser neutralizados, el efecto disminuyó significativamente hasta 
llegar a ser nulo en algunos casos. Demostrando, de esta forma, la importancia de los 
ácidos orgánicos débiles en el proceso de inhibición. Adicionalmente, en el trabajo 
mencionado anteriormente (Poppi et al., 2015) se comprobó que la acción conjunta de 
los SLC combinados obtuvo mayor actividad inhibitoria frente a E. coli O157:H7, 
respecto a los SLC en forma individual, independientemente de la neutralización. Este 
resultado prueba la importancia de trabajar con un producto probiótico multicepa, a partir 
del cual se generó un efecto sinérgico respecto a la inhibición del patógeno.  
Teniendo en cuenta los resultados hallados en el Capítulo 1 respecto al uso de medios 
de cultivo alternativos (Sección 1.3.5), se quiso investigar si el efecto inhibitorio de los 
SLC obtenidos a partir del crecimiento de los aislados en MRS comercial se podía 
producir a partir del crecimiento de los mismos en otros medios de cultivo. Por lo tanto, 
se evaluó el efecto inhibitorio de los SLC obtenidos a partir de la fermentación de los 
aislados L. salivarius 1231B, L. salivarius 1232Y, L. salivarius 1233C, L. salivarius 
1234C, L. agilis 1235C, L. johnsonii 1236B, L. johnsonii 1237Y, L. salivarius 1238C y L. 
reuteri / vaginalis 1239Y en el medio permeado de suero suplementado con extracto de 
levadura. La fermentación se realizó a 37 °C durante 48 horas. La concentración del 
inóculo de trabajo de la cepa patógena fue 1 x 108 UFC/ml, valor utilizado en el ensayo 
de muerte bacteriana de Salmonella en coincubación con los aislados (Sección 2.3.1). 
Los resultados obtenidos fueron expresados en las Figuras 19 y 20. 
Algunos de estos SLC fueron almacenados para evaluar la concentración de ácidos 
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Figura 19. Porcentaje de reducción del crecimiento (% RC) de Salmonella Enteritidis 
105 en presencia del SLC de L. salivarius 1231B (), L. salivarius 1232Y (), L. 
salivarius 1233C (), L. salivarius 1234C () y L. agilis 1235C () crecidos en 
permeado de suero suplementado con extracto de levadura. SLC en concentración 
directa (C. Directa) y diluido (D 1/2, D 1/4, D 1/6 y D 1/10). Las barras verticales 
corresponden a la desviación estándar. Evaluación estadística: ANOVA de un solo 
factor, test de Tukey para comparaciones múltiples (α= 0,05). Letras distintas indican 
diferencias estadísticamente significativas entre diluciones del SLC en un mismo aislado 
(p < 0,05). Los límites establecidos de acuerdo a la clasificación del efecto inhibitorio se 
indican con líneas punteadas. 
 
Los SLC de estos 5 aislados inhibieron fuertemente el desarrollo de S. Enteritidis 105, 
hasta diluidos 1/4, con porcentajes de reducción del crecimiento por encima del 70 % 
(con excepción de L. salivarius 1232Y, en el que se observó este efecto hasta la dilución 
1/2). Para cada uno de los aislados, no se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas entre los efectos obtenidos a partir de los SLC, tanto en concentración 
directa como diluidos 1/2 y 1/4 (a excepción de L. salivarius 1232Y).  El efecto inhibitorio 
fue de carácter medio para el SLC de todos los aislados en concentración 1/6, 
alcanzando valores de 53,4 % (± 4,8 %), 45,3 % (± 1,9 %), 40,5 % (± 0,9 %), 60,4 % (± 
1,1 %) y 60,3 % (± 1,5 %) para 1231B, 1232Y, 1233C, 1234C y 1235C, respectivamente. 
El sobrenadante en concentración 1/10 obtuvo una baja inhibición del patógeno, con 
valores dentro del rango de 20 a 40 %. 
En la Tabla 16 se presenta la evaluación del efecto inhibitorio de los SLC y las diluciones 
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Tabla 16. Carácter del efecto inhibitorio frente a S. Enteritidis 105 de los SLC, tanto en 
concentración directa como diluidos, obtenidos a partir de la fermentación de los 
aislados L. salivarius 1231B, L. salivarius 1232Y, L. salivarius 1233C, L. salivarius 














L. salivarius 1231B 3,1 -cida -cida -statico - - 
L. salivarius 1232Y 4,0 -cida -cida -statico - - 
L. salivarius 1233C 3,9 -cida -cida -statico - - 
L. salivarius 1234C 3,7 -cida -cida -cida - - 
L. agilis 1235C 3,1 -cida -cida -cida - - 
Nota: las diluciones de los SLC que no evidenciaron, a simple vista, efecto inhibitorio no fueron 
evaluadas y se indican como (-). 
 
Por lo que los SLC de estos 5 aislados, obtenidos a partir del crecimiento en medio 
permeado de suero suplementado con extracto de levadura, podrían utilizarse para 
generar un efecto bactericida en el desarrollo de S. Enteritidis 105, tanto en 
concentración directa como diluido 1/2.  Adicionalmente, los SLC de L. salivarius 1234C 
y L. agilis 1235C podrían generar ese mismo efecto hasta diluidos 1/4. 
En cuanto a la acción inhibitoria de los SLC de L. johnsonii 1236B, L. johnsonii 1237Y, 
L. salivarius 1238C y L. reuteri / vaginalis 1239Y (Figura 20), se observó un marcado 
efecto inhibitorio hasta en el caso de los SLC diluidos 1/6 para el caso de L. johnsonii 
1236B, L. johnsonii 1237Y y L. salivarius 1238C, con porcentajes en el rango de 77,2 % 
(± 0,7 %) a 83,3 % (± 0,2 %). En el caso de L. reuteri / vaginalis 1239Y, se observó un 
alto porcentaje de inhibición con el SLC en concentración directa (75,4 ± 0,5 %) y diluido 
1/2 (75,6 ± 1,9 %); luego, su efecto disminuyó al diluirse 1/4 (28,8 ± 4,2 %), 1/6 (12,7 ± 
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Figura 20. Porcentaje de reducción del crecimiento (% RC) de S. Enteritidis 105 en 
presencia del SLC de L. johnsonii 1236B (■), L. johnsonii 1237Y (■), L. salivarius 1238C 
(■) y L. reuteri / vaginalis 1239Y (■), crecidos en permeado de suero suplementado con 
extracto de levadura. SLC en concentración directa (C. Directa) y diluido (D 1/2, D 1/4, 
D 1/6 y D 1/10). Las barras verticales corresponden a la desviación estándar. Evaluación 
estadística: ANOVA de un solo factor, test de Tukey para comparaciones múltiples, α= 
0,05. Letras distintas indican diferencias estadísticamente significativas entre diluciones 
del SLC en un mismo aislado (p < 0,05). Los límites establecidos de acuerdo a la 
clasificación del efecto inhibitorio se indican con líneas punteadas. 
 
Adicionalmente, se evaluó si el efecto inhibitorio de estos SLC frente a S. Enteritidis 105 
fue bacteriostático o bactericida (Tabla 17). Todos los SLC ejercieron efecto bactericida 
en concentración directa. Los SLC de L. johnsonii 1236B, L. johnsonii 1237Y y L. 
salivarius 1238C, diluidos hasta la concentración 1/4, presentaron efecto bactericida 
mientras que, en la dilución 1/6, demostraron carácter bacteriostático. Respecto al SLC 
de L. reuteri / vaginalis 1239Y, su acción fue bactericida sólo en concentración directa 
sin diluir, y bacteriostática diluidos 1/2; a mayores diluciones, no presentó efecto 
inhibitorio.  
 
Tabla 17. Carácter del efecto inhibitorio frente a S. Enteritidis 105 de los SLC, tanto en 
concentración directa como diluidos, obtenidos a partir de la fermentación de L. johnsonii 
1236B, L. johnsonii 1237Y, L. salivarius 1238C y L. reuteri / vaginalis 1239Y, en 













L. johnsonii 1236B 3,8 -cida -cida -cida -statico - 
L. johnsonii 1237Y 3,8 -cida -cida -cida -statico - 
L. salivarius 1238C 3,9 -cida -cida -cida -statico - 
L. reuteri / vaginalis 
1239Y 4,6 -cida -statico - - - 
Nota: las diluciones de los SLC que no evidenciaron, a simple vista, efecto inhibitorio no fueron 
evaluadas y se indican como (-). 
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Diversos autores han evaluado el efecto de los SLC de bacterias lácticas frente a 
distintos patógenos. Chen et al. (2019) estudiaron la concentración inhibitoria mínima 
(CIM) y la concentración bactericida mínima (CBM) de los SLC de varios aislados de L. 
plantarum, L. paracasei y L. rhamnosus frente Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae. 
Los resultados hallados respecto a la CIM (10 - 30 % del SLC) y a la CBM (20 - 40 % 
del SLC) frente a los patógenos mencionados fueron similares a los obtenidos en esta 
Tesis con el SLC frente a E. coli (Tabla 15), donde se determinó efecto bacteriostático 
con los SLC diluidos hasta 1/10 (equivalente al 10%) y, efecto bactericida, con los SLC 
diluidos 1/2 (equivalente al 50 %). 
De acuerdo a la investigación de Arena et al. (2016), los SLC de diecisiete cepas de L. 
plantarum inhibieron de forma significativa el desarrollo de Salmonella Enteritidis a 
concentraciones mayores e iguales al 25 % v/v (equivalente a la dilución 1/4 realizada 
en esta Tesis) en medio líquido. El mayor efecto inhibitorio se obtuvo con el SLC de L. 
plantarum 30, el cual redujo en un 96 % (respecto al control); el resto de los SLC obtuvo 
porcentajes de inhibición mayores al 60 %, a excepción de L. plantarum 104, el cual 
produjo una inhibición menor al 50 %. 
Se ha demostrado que ciertas cepas de L. johnsonii producen peróxido de hidrógeno y 
la presencia de este compuesto en el sobrenadante causa la inhibición de Salmonella 
(Pridmore et al., 2008). Por lo tanto, en el caso de los SLC de las cepas estudiadas en 
esta Tesis, la presencia de peróxido de hidrógeno podría contribuir al efecto de los 
ácidos en la inhibición de este patógeno. 
En consonancia con la bibliografía expuesta, todos los SLC obtenidos a partir del 
crecimiento de los aislados en permeado de suero suplementado con extracto de 
levadura inhibieron el desarrollo de S. Enteritidis 105. En algunos casos, el efecto 
inhibitorio se mantuvo con el SLC diluido. Los metabolitos producidos por L. salivarius 
1234C, L. agilis 1235C, L. salivarius 1238C, L. johnsonii 1236B y L. johnsonii 1237Y 
demostraron tener un fuerte efecto inhibitorio frente al crecimiento de Salmonella 105, 
con acción bactericida hasta la dilución1/4. Este resultado es importante ya que indica 
que el crecimiento de los aislados en medios diferentes al MRS, como el permeado de 
suero, permite obtener también SLC con metabolitos activos frente a patógenos 
comúnmente encontrados en las granjas avícolas. Estos sobrenadantes se podrían 
utilizar como biocontrol en el ambiente de manera segura y serían una alternativa a los 
compuestos químicos usados habitualmente.   
 
Como conclusión de esta sección, se puede mencionar que todos los SLC (en 
concentración directa) de L. salivarius 1234C, L agilis 1235C, L. plantarum 83114, y 
Enterococcus sp. 1, Enterococcus sp. 2 y Enterococcus sp. 3, recolectados a partir del 
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crecimiento de los aislados en MRS comercial, fueron capaces de reducir, en más del 
70 % (con acción bactericida), el desarrollo de cepas de Salmonella sp. y un aislado 
multirresistente de E. coli, ambos patógenos ampliamente presentes a lo largo de la 
cadena de producción aviar: E. coli como principal causante de disbacteriosis en los 
animales y Salmonella sp., donde S. Enteritidis es uno de los principales 
microorganismos  responsable de las ETAs (Enfermedades Transmitidas por Alimentos) 
y S. Gallinarum, es un patógeno presente en producción aviar, que afecta principalmente 
a las aves. Inclusive, en ciertos casos, los SLC diluidos alcanzaron el mismo efecto que 
sin diluir.  Además, dependiendo del patógeno que se quiera inhibir, se emplearán 
diferentes diluciones de los SLC para conseguir el efecto bactericida. 
En cuanto al crecimiento de diferentes cepas de Salmonella en presencia del SLC de 
Enterococcus sp. 2, se observó que el efecto fue cepa dependiente: en algunos casos, 
el efecto bactericida se dio sólo con el SLC en concentración directa y, en otros casos, 
fue posible su dilución sin alterar su efecto. Además, se constató que los SLC obtenidos 
a partir del cultivo de los aislados en un medio diferente al medio MRS (permeado de 
suero suplementado con extracto de levadura), ejercieron efecto bactericida frente a S. 
Enteritidis 105, con porcentajes de reducción mayores al 70%, diluidos hasta 1/2 y, en 
algunos casos, tuvieron el mismo efecto a mayores diluciones. 
 
 
2.3.3 Determinación de la composición de ácidos orgánicos de los sobrenadantes 
libres de células de los aislados 
 
Los ácidos orgánicos, tales como el ácido láctico y el ácido acético, son metabolitos 
producidos por las bacterias lácticas a los cuales desde hace muchos años se les ha 
atribuido la función de conservantes de alimentos (El-Ghaish et al., 2011). Se ha 
propuesto que estos compuestos antimicrobianos inhiben el crecimiento de células 
bacterianas y fúngicas mediante diferentes mecanismos: la disrupción de la membrana 
plasmática (Stratford & Anslow, 1998; Bracey et al., 1998; Chen et al., 2014; Yarlagadda 
et al., 2015), la inhibición de reacciones metabólicas esenciales (Krebs et al., 1983; 
Murima et al., 2014; Capasso & Supuran, 2015) y la generación de estrés celular para 
mantener el pH intracelular (Cole & Keenan,1986; Salmond et al., 1984; Bracey et 
al.,1998; Cheng et al., 2015).  
En el ámbito de la industria avícola, los ácidos orgánicos (acético, cítrico, láctico, málico, 
propiónico y tartárico, entre otros) son una buena alternativa para la prevención de 
brotes de Salmonella. Los mismos se han utilizado durante muchos años para la 
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decontaminación bacteriana de productos de carne de res, cerdo y aves de corral (Van 
Immerseel et al., 2006; Mani-Lopez et al., 2012; Khan & Iqbal, 2016).  
A fin de complementar el estudio del efecto inhibitorio de los aislados frente a 
Salmonella, se evaluó la concentración de los ácidos orgánicos, específicamente de 
ácido láctico, ácido acético y ácido propiónico, presentes en los sobrenadantes libres de 
células (SLC) obtenidos a partir del cultivo en MRS y en permeado de suero 
suplementado con extracto de levadura de algunos de los aislados. 
A partir de las soluciones patrones de ácido láctico, ácido acético y ácido propiónico, se 
obtuvieron las curvas de calibración para cada uno de ellos, de acuerdo a lo expuesto 
en la Sección 1 del Apéndice 2, al igual que sus tiempos de retención en la columna 
de intercambio iónico. A partir del análisis de los cromatogramas de las muestras y 
empleando las curvas de calibración, se determinó la concentración de ácidos 
orgánicos. Para todas las muestras evaluadas, se obtuvieron picos con tiempos de 
retención coincidentes con los de los ácidos láctico y acético. Utilizando esta técnica, no 
fue posible determinar la presencia de ácido propiónico ya que no se detectaron picos 
con tiempos de retención coincidentes con el patrón de dicho ácido orgánico (Tabla 18). 
 
Tabla 18. Concentración total de ácido láctico y ácido acético presentes en cultivos de 
los aislados crecidos en MRS y PS (5% p/v) suplementado con extracto de levadura (1 
% p/v) a 37 °C por 24 horas. Los tiempos de retención fueron 10,512 min y 12,273 min 
















Todos los SLC evaluados en esta sección fueron previamente utilizados en los estudios 
de inhibición frente a bacterias patógenas en este capítulo. Los SLC de L. salivarius 
Muestras pH [Ácido láctico] ppm (g/l) 
[Ácido acético] ppm 
(g/l) 
PS +Extracto de 
Levadura 6 
2.544,2 ±312 
(2,5 ± 0,3) ND 
L. salivarius 1234C 3,7 8.637,4 ± 671 (8,6 ± 0,6) 
2.007,5 ± 190  
(2,01 ±0,1) 
L. agilis 1235C 3,1 12.477,9 ± 2.590  (12,4 ± 2,5) 
2.054,7 ± 190 
(2,05 ± 0,1) 
    
MRS 6,5 5.328,5 ± 809  (5,3 ± 0,8) ND 
L. salivarius 1231B 3,9 34.948,5 ± 2.639  (34,9 ± 2,6) 
10.377,5 ± 3.140 
(10,38 ± 3,1) 
L. salivarius 1232Y 4,2 28.439,0 ± 1.849  (28,4 ± 1,8) 
7.923,5 ± 127 
 (7,9 ± 0,1) 
L. salivarius 1234C 4,0 23.274,5± 2.930 (23,2± 2,9) 
12.293,5 ± 813 
(12,2 ± 0,8) 
L. agilis 1235C 3,8 26.020,0 ±3.117  (26,0 ± 3,1) 
6.701,5 ± 630 
 (6,7 ± 0,6) 
Enterococcus sp. 2 4,0 28.599,0 ± 3.403 (28,5 ± 3,4) 
9.270,0 ± 542  
(9,2 ± 0,5) 
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1231B y L. salivarius 1232Y (en medio MRS) fueron utilizados previamente en la 
evaluación del efecto de los cultivos completos y los SLC frente a Salmonella enterica 
in vitro (Sección 2.3.1). Aquellos obtenidos a partir de la fermentación de L. salivarius 
1234C y L. agilis 1235C, tanto en permeado de suero suplementado como en medio 
MRS, se utilizaron en los ensayos de evaluación de la actividad inhibitoria de los SLC 
frente a S. Enteritidis 105 y Escherichia coli (Sección 2.3.2). Respecto al SLC de 
Enterococcus sp. 2 en MRS, se determinó su acción inhibitoria frente a diferentes cepas 
de S. Enteritidis (101, 105 y 106). 
En base a diversas investigaciones, se ha determinado que Lactobacilus spp. es capaz 
de producir ácido láctico a partir de azúcares fermentables como lactosa, sacarosa, 
glucosa y fructosa (Srinivas et al., 1990; Vidra et al., 2017). La fermentación de los 
aislados en MRS y PS suplementado, produjo un aumento en la concentración de ácido 
láctico y la aparición de ácido acético en el SLC, respecto al medio base sin fermentar 
(Tabla 18).  
Comparando los resultados de la fermentación con respecto al medio de cultivo 
utilizado, se observó que para L. salivarius 1234C, el pH final en PS suplementado fue 
menor respecto a la fermentación en MRS, pero la diferencia entre el valor inicial y el 
final fue similar para ambos medios (ΔpHMRS= 2,48; ΔpHPS+lev= 2,26); respecto a la 
concentración de los ácidos en general, fue superior en MRS en comparación con el PS 
suplementado. Una situación similar se observó en la fermentación de L. agilis 1235C. 
La diferencia de concentraciones de ácidos entre un medio y otro puede relacionarse 
directamente con la baja concentración de componentes fuente de nitrógeno en el PS y 
la riqueza nutricional del MRS, tema que fue discutido en el Capítulo 1 (Sección 1.3.5 
“Crecimiento en diferentes medios de cultivo”). La mayoría de las bacterias ácido 
lácticas requieren de una fuente de nitrógeno (en forma de péptidos o aminoácidos) para 
el desarrollo microbiano (Manca de Nadra, 2007). Numerosos estudios han detectado 
la presencia de ácido láctico y ácido acético en los SLC obtenidos a partir del crecimiento 
de bacterias ácido lácticas. De acuerdo a Adetoye et al. (2018), se determinaron 
mediante HPLC las concentraciones de ácido láctico, acético y propiónico alcanzadas 
en una fermentación por 24 horas a 37 °C de diferentes especies de Lactobacillus en 
medio de cultivo MRS. La concentración de ácido láctico fue superior respecto a la de 
ácido acético para todas las especies estudiadas; y, en general, las concentraciones 
más bajas fueron las de ácido propiónico. L. salivarius C86 produjo la mayor 
concentración de ácido láctico de 67,85 g/l (alrededor del doble de la concentración 
alcanzada en este estudio), mientras que el valor más bajo se obtuvo con L. ingluivie 
C31, de 8,88 g/l. La concentración de ácido acético producida por los lactobacilos fue 
del orden de 10 g/l, similar a la concentración determinada para los aislados evaluados 
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en esta Tesis. Respecto al ácido propiónico, se informaron valores entre 2 y 5 g/l, con 
excepción de L. ingluvie C31, el cual obtuvo una concentración de 19 g/l.  
Zalán et al. (2010) analizaron la fermentación (a 37 °C por 18 horas) de diferentes 
aislados de Lactobacillus (L. casei, L. rhamnosus, L. plantarum, L. paracasei y L. 
curvatus) en medio MRS y determinaron una concentración de ácido láctico entre 36,03 
g/l y 77,27 g/l, valores superiores a los encontrados en esta Tesis; sin embargo, la 
concentración determinada de ácido acético (9 g/l y 1,5 g/l) fue cercana al valor 
determinado en esta Tesis para algunos aislados.  
Desniar et al. (2020) determinaron por HPLC que la mayor producción de ácido láctico 
en MRS, luego de 48 horas a 37 °C, a partir de aislados de Pediococcus pentosaceus y 
L. plantarum aislados de pescado fermentado indonés (bekasam) fue de 747,47 – 
778,26 ppm, mientras que los mayores valores de ácido acético estuvieron entre 739,11 
y 628,48 ppm. Estos datos se encuentran por debajo de los obtenidos para los aislados 
evaluados en este trabajo de Tesis.  
Dosuky Atiat et al. (2019) evaluaron la fermentación (a 37 °C por 36 horas) de diferentes 
cepas de Lactobacillus (L. bulgaricus, L. lactis 48, L. casei, L. reuteri, L. rhamnosus B-
445, L. acidophilus 791N y L. casei 761N) en un medio de cultivo formulado con 
permeado de suero (5 % p/v) y extracto de levadura (0,75 % p/v) (más sulfato de 
manganeso y carbonato de calcio). Mediante HPLC, hallaron que la concentración de 
ácido láctico obtenida fue especie dependiente, con valores dentro del rango 10,73-
22,10 g/l. Para L. salivarius 1234C y L. agilis 1235C crecidos en permeado de suero 
suplementado con extracto de levadura, las concentraciones de ácido láctico fueron 8,64 
g/l y 12,48 g/l, respectivamente, muy cercano a los valores hallados por Dosuky Atiat et 
al. (2019). 
La obtención de ácido láctico a partir de la fermentación de L. helveticus en medio de 
cultivo formulado con permeado de suero (5,8 % p/v), extracto de levadura (0,2 % p/v) 
y fosfato inorgánico, en un período de tiempo de 25 horas a 42 °C, fue del orden de 40 
g/l (Amrane, 2000), valor superior al obtenido en esta Tesis. Esta diferencia podría 
relacionarse con la temperatura de fermentación y la regulación del valor de pH mínimo 
de 5,9 durante toda la fermentación. 
Teniendo en cuenta nuestros resultados y las investigaciones mencionadas se puede 
observar que la producción de ácidos, principalmente ácido láctico y ácido acético, por 
parte de las bacterias lácticas es muy variable y está regulada/condicionada por el medio 
de cultivo y los nutrientes presentes en el mismo. La mayor parte de los 
microorganismos son susceptibles a los efectos antimicrobianos de los ácidos orgánicos 
y tal inhibición aumenta por la reducción del pH del medio de cultivo (Conner et al., 1990; 
Alakomi et al., 2000; Ricke, 2003; Gómez-García et al, 2019). Este fenómeno de 
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inhibición es debido a la propiedad hidrofóbica de los ácidos orgánicos no disociados, 
lo que permite la difusión libre de la forma protonizada a través de la membrana celular. 
Este proceso de difusión se lleva a cabo espontáneamente debido a los gradientes de 
pH y osmolaridad que existen entre el interior y el exterior celular. En condiciones 
normales, el pH intracelular es mayor que el extracelular, por lo que el ácido se disocia 
tan pronto entra en el citoplasma celular, con el consiguiente descenso del pH 
intracelular mediante la liberación del protón. Para contrarrestar la disminución del pH 
citoplásmico celular, la célula invierte una gran cantidad de energía para eliminar estos 
protones, ralentizando el resto de sus funciones metabólicas indispensables para su 
crecimiento (Kihara & Macnab, 1981; Salmond et al., 1984; White et al., 1992). 
La ionización de un ácido orgánico en el citoplasma ocurre de forma inmediata y es 
sistemáticamente equilibrada por diversos mecanismos de homeostasis de acuerdo a la 
bacteria (Booth, 1985; Slonczewski et al., 2009); pero en líneas generales, ocurrirá la 
exportación de un protón bajo el impulso de la fuerza promotora la cual se establece a 
nivel de la membrana celular. Cuando este sistema es continuamente activado, el 
sistema de regeneración de ATP se ve afectado como en el transporte activo de 
nutrientes en la célula (Sheu et al., 1975). 
Además del metabolismo energético, son afectadas otras funciones celulares. Se 
demostró que la ocurrencia de perturbaciones en el transporte transmembrana de 
aminoácidos y que algunos cambios estructurales de las proteínas, ácidos nucleicos, 
fosfolípidos y las perturbaciones en el sistema enzimático también pueden deberse al 
bombeo de protones contragradiente que ocurre en la célula (Freese et al., 1973; 
Eklund, 1980; Booth, 1985).  
Considerando que el efecto antimicrobiano se debe fundamentalmente a la fracción no 
disociada, a continuación, se determinó la concentración de los ácidos sin disociar y el 
porcentaje en el que se encuentran respecto al total. 
 
 
2.3.3.1 Cálculo de la concentración de ácidos orgánicos no disociados 
 
La fracción no disociada de cada ácido débil depende del valor de pH del medio y del 
valor de la constante de disociación (pKa). El efecto antibacteriano y antifúngico 
aumenta a medida que el pH disminuye con respecto al pKa del ácido, donde se 
favorece la forma no disociada del mismo (León Peláez et al., 2012; Caro Velez & 
Peláez, 2015; Poppi et al., 2015). A fin de determinar la concentración efectiva de los 
ácidos con efecto inhibitorio frente a patógenos, se calcularon las concentraciones de 
ácidos no disociados (ND) al pH final de la fermentación. 
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A partir de las concentraciones de ácidos orgánicos determinadas en la sección anterior, 
se calculó la concentración teórica de ácidos no disociados en los SLC de acuerdo a la 
Ecuación 6 (Sección 2.2.5.1). Los resultados se presentan en la Tabla 19. 
 
Tabla 19. Concentración teórica de ácidos acético y láctico no disociados ([HA]) en 
sobrenadantes obtenidos a partir de la fermentación de L. salivarius 1231B, L. salivarius 
1232Y, L. salivarius 1234C y L. agilis 1235C en MRS y en permeado de suero 
suplementado con extracto de levadura (sólo 1234C y 1235C). Las concentraciones se 
expresan en ppm y en % de ácido no disociado respecto al total. Los medios base (sin 




















de ácido no 
disociado 
(%) 
PS + extracto de 
levadura 6,0 - - - - 
L. salivarius 1234C 
 3,7 4.426,6 51,2 1.471,5 73,3 
L. agilis 1235C 
 3,1 8.141,7 65,2 1.706,6 83,0 
MRS 6,5     
L. salivarius 1231B 
 3,9 15.905,8 45,5 7.115,6 68,5 
L. salivarius 1232Y 
 4,2 11.208,5 39,4 4.987,7 62,9 
L. salivarius 1234C 
 4,0 10.304,8 44,2 8.295,7 67,4 
L. agilis 1235C 
 3,8 12.554,8 48,2 4.750,6 70,8 
Enterococcus sp. 2 
 4,0 12.662,2 44,2 6.255,4 67,4 
 
De acuerdo a lo expuesto anteriormente, el efecto antimicrobiano aumenta a medida 
que el pH del medio disminuye con respecto al pKa del ácido débil (Ecuación 6), ya que 
se favorece la forma no disociada del mismo. 
Para el caso del ácido acético (pKa = 4,75) en PS suplementado, donde los valores 
finales de pH fueron 3,7 y 3,1, la forma no disociada se encontró en un alto porcentaje 
(73 % y 83 %) respecto al total del ácido, un comportamiento similar encontrado en el 
medio MRS, donde los valores finales de pH fueron levemente superiores (3,9, 4,2, 4,0 
y 3,8) y los porcentajes de ácidos no disociados respecto al total estuvieron en el rango 
entre 63 % y 70 %. Las concentraciones de ácido acético disociado (en ppm) fueron 
superiores en medio MRS respecto a PS suplementado debido a que la concentración 
total de ácido acético fue mayor (Tabla 18). 
Respecto al ácido láctico en el medio MRS, los porcentajes de ácido no disociado se 
hallaron en el rango de 39 % a 48 %, mientras que, en permeado de suero 
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suplementado, los valores fueron más dispares: 16 % para 1234C y 65 % para 1235C. 
Pero para el ácido acético, como la concentración total de ácido láctico fue mayor en 
MRS (Tabla 18), se obtuvieron mayores concentraciones del ácido no disociado. 
Se comparó la composición de ácidos débiles no disociados de los SLC de L. salivarius 
1234C y L. agilis 1235C crecidos en permeado de suero suplementado con extracto de 
levadura teniendo en cuenta el efecto sobre el crecimiento del aislado de S. Enteritidis 
105 (Sección 2.3.2). Aunque la concentración de ácido acético no disociado fue similar 
en ambos SLC (1.471 ppm y 1.706 ppm) y la de ácido láctico no disociado fue, 
aproximadamente, el doble en el SLC de L. agilis 1235C (8.141,7 ppm) respecto al SLC 
de L. salivarius 1234C (4.426 ppm), el efecto inhibitorio alcanzado fue el mismo (acción 
bactericida hasta la dilución 1/4). Respecto a los sobrenadantes de los mismos 
lactobacilos, pero crecidos en MRS, se halló acción bactericida hasta en la dilución 1/2 
frente a E. coli; en este caso, la cantidad de ácido acético no disociado en el SLC de L. 
salivarius 1234C (8.295 ppm) fue mayor respecto a la encontrada en el SLC de L. agilis 
1235C (4.750 ppm), mientras que la de ácido láctico fue 10.304 ppm y 12.554 ppm, 
respectivamente. Estos nos indicaría que no es posible relacionar de forma directa el 
efecto inhibitorio con la concentración total de ácidos orgánicos débiles ni con la 
prevalencia de uno respecto al otro, sino que entran en juego otros mecanismos de 
acción que involucran la relación sinérgica existente entre los dos ácidos (Adams & Hall, 
1988; Dickson & Maynard, 1992; Rubin, 1978). 
Respecto al SLC de Enterococcus sp. 2 en MRS, los valores de ácido láctico y ácido 
acético no disociados fueron similares a los obtenidos para el resto de los aislados en 
el medio de cultivo MRS. La fracción no disociada de ácido láctico y ácido acético fue 
de 12.662, 27 ppm (el 44,28 % del total de ácido láctico) y 6.255,44 ppm (67,48 % del 
total de ácido acético), respectivamente, y su presencia se podría relacionar, al igual 
que para los Lactobacillus sp., con su efecto inhibitorio frente al desarrollo de distintas 
cepas de Salmonella (S. Enteritidis 101, 105 y 106) (Sección 2.3.2). 
De acuerdo a la Sección 2.3.1, al neutralizar el SLC de L. salivarius 1231B, el poder 
inhibitorio fue menor respecto al SLC sin neutralizar. Teniendo en cuenta la 
concentración total de ácidos orgánicos determinada por HPLC (Tabla 18) y el valor de 
pH (7), se pudo estimar la concentración de la fracción no disociada de ácido láctico y 
acético en el SLC neutralizado, las cuales fueron 1.355,69 ppm y 989,49 ppm, 
respectivamente. Estos valores se encuentran por debajo de las concentraciones de 
estos ácidos no disociados en el SLC sin neutralizar (15.905,8 ppm de ácido láctico y 
7.115,6 ppm de ácido acético) (Tabla 19), comprobándose la hipótesis de que los 
metabolitos presentes en el SLC, principalmente los ácidos orgánicos débiles (en su 
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forma no disociada), son los responsables primarios de la acción inhibitoria frente a S. 
Enteritidis 105.  
 
 
2.3.4 Efecto de los lactobacilos sobre la asociación e invasión de Salmonella a 
células Caco-2/TC-7 
 
Varios estudios indican que las bacterias ácido lácticas podrían evitar la unión de los 
microorganismos patógenos, reduciendo la colonización y previniendo la infección 
(Chauviére et al., 1992; Coconnier et al., 1993, 2000; Servin, 2004; Zárate & Nader-
Macias, 2006, Candela et al., 2008; Tuo et al., 2018) a través de la capacidad que tienen 
determinadas especies de Lactobacillus de adherirse a la superficie (Tuo et al.; 2013; 
Arai et al., 2016), compitiendo de esta manera con Salmonella por los sitios de unión al 
epitelio intestinal (Jankowska  et al., 2008; Potočnjak et al, 2017). 
En la Sección 1.3.4 del Capítulo 1, se evaluó la capacidad de adhesión de los aislados 
a células Caco-2/TC-7, obteniendo porcentajes de adhesión entre 0,2 y 2 %. Teniendo 
en cuenta esos resultados, en esta sección se evaluó si estos aislados tienen la 
capacidad de modificar la adhesión/invasión de Salmonella sobre células intestinales in 
vitro.  
La adhesión a las células epiteliales es un proceso clave para que las bacterias puedan 
sobrevivir y colonizar el tracto gastrointestinal (TGI). En el caso de bacterias patógenas, 
como Salmonella, la adhesión al epitelio es un paso crítico ya que permite la liberación 
de enzimas y toxinas iniciando procesos necróticos directamente en la célula objetivo y 
facilitando la invasión (Stecher et al., 2007; Ribet & Cossart, 2015). 
Uno de los mecanismos por los cuales las células del TGI están protegidas de las 
infecciones por microorganismos patógenos es a través de la competencia de la 
microbiota por sitios de adhesión y producción de componentes con actividad 
antimicrobiana (Ouwehand & Vesterlund, 2003; Baccigalupi et al., 2005). En el caso de 
Salmonella, el paso inicial de adhesión es mediado por fimbrias bacterianas que 
reconocen ciertos receptores en células eucariotas (Lehto & Salminen, 1997). Este 
patógeno posee múltiples componentes celulares externos, como flagelos, fimbrias y 
pili, que desempeñan un papel fundamental en el proceso de adhesión de las células a 
las superficies, la persistencia ambiental, la formación de biofilm y la colonización e 
invasión celular (Gibson et al., 2007; Wagner & Hensel, 2011; Steenackers et al., 2012). 
En esta parte del trabajo, se evaluó si la presencia de las bacterias ácido lácticas 
aisladas afectaban los procesos de asociación e invasión de Salmonella enterica 
serovar Enteritidis a la monocapa de células Caco-2/TC-7. También se evaluó la cepa 
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L. kefiri CIDCA 8321, la cual ha sido caracterizada por el grupo de trabajo (Garrote et 
al., 2001; Golowzyc et al., 2007) y se ha estudiado su capacidad de adhesión al epitelio 
intestinal in vitro. 
En una primera parte, se evaluó el efecto de la coincubación entre Salmonella y los 
lactobacilos en la monocapa sobre los procesos de asociación e invasión celular del 
patógeno, de acuerdo a lo detallado en la Sección 2.2.6.a. Los resultados se expresaron 




















































































































































Figura 21. Asociación (A) e invasión (B) de Salmonella enterica serovar Enteritidis 105 
(control) expresado como UFC/fosa, en coincubación con L. salivarius 1231B (), L. 
salivarius 1232Y (), L. salivarius 1233C (), L. salivarius 1234C () y L. agilis 1235C 
() a monocapas de células Caco-2/TC-7. Las fosas preincubadas con DMEM sin 
lactobacilos fueron usadas como control. La concentración inicial de Salmonella fue 6,4 
± 0,2 x 108 UFC/ml Los resultados reflejan el promedio de tres experimentos 
independientes. Las barras verticales corresponden a la desviación estándar. 
Evaluación estadística: ANOVA de un solo factor, test de Tukey para comparaciones 
múltiples, α= 0,05.  La línea sólida horizontal indica que no existe diferencia 
estadísticamente significativa entre los aislados (p < 0,05). 
 
De acuerdo a lo observado en la Figura 21, la coincubación de los aislados con 
Salmonella no demostró diferencias significativas en los procesos de asociación e 
invasión del patógeno a la monocapa celular.  
Otra forma de expresar los resultados fue, a partir de la Ecuación 7 y la Ecuación 8, 
determinando los porcentajes de asociación e invasión relativos. L. salivarius 1231B 
obtuvo porcentajes de asociación e invasión relativos de 38 % y 94 %, respectivamente; 
mientras que los porcentajes del resto de los aislados fueron del 100%, tanto para la 
asociación como invasión relativos. En ninguno de los casos se obtuvieron diferencias 
significativas entre los aislados. 
En una segunda parte, se evaluó el efecto de la preincubación de la monocapa celular 
con los lactobacilos sobre los procesos de asociación e invasión celular de Salmonella, 
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de acuerdo a lo detallado en la Sección 2.2.6.b. Los resultados se expresaron como la 



































































































































































Figura 22. Asociación (A) e invasión (B) de Salmonella enterica serovar Enteritidis 105 
(control) expresado como UFC/fosa, con preincubación de L. salivarius 1231B (), 
L. salivarius 1232Y (), L. salivarius 1233C (), L. salivarius 1234C (), L. agilis 1235C 
() y L. kefir 8321 () con monocapas de células Caco-2/TC-7. Las fosas preincubadas 
con DMEM sin lactobacilos fueron usadas como control. La concentración inicial de 
Salmonella fue 1,9 ± 0,2 x 108 UFC/ml. Los resultados reflejan el promedio de tres 
experimentos independientes. Las barras verticales corresponden a la desviación 
estándar. Evaluación estadística: ANOVA de un solo factor, test de Tukey para 
comparaciones múltiples, α= 0,05. La línea sólida horizontal indica que no existe 
diferencia estadísticamente significativa entre los aislados (p < 0,05). 
 
Los resultados obtenidos en las Figuras 22 demuestran que la preincubación de los 
lactobacilos con las células no modifica la asociación/invasión del patógeno de forma 
significativa.  
De acuerdo a las Ecuación 7 y la Ecuación 8, expresando los resultados como 
porcentajes de asociación e invasión relativos, L. salivarius 1231B obtuvo porcentajes 
de asociación e invasión relativos de 79 % y 53 %, respectivamente. Los porcentajes de 
asociación del resto de los aislados se encontraron en el rango de 92 % a 94 %, mientras 
que los valores de invasión fueron entre el 76 % y el 82 %. En ninguno de los casos se 
obtuvieron diferencias significativas entre los aislados. 
Por lo tanto, teniendo en cuenta los resultados obtenidos, los lactobacilos no lograron 
un efecto inhibitorio frente a la asociación e invasión de Salmonella. Estos resultados 
coincidieron con el trabajo de Feng et al. (2016), en el cual se evaluó el efecto sobre la 
adhesión e invasión de Salmonella Enteritidis a células Caco-2 en presencia de seis 
cepas probióticas del género Lactobacillus aisladas de contenido intestinal de gallinas, 
las cuales fueron pre-incubadas con la monocapa. En general y para todos los 
probióticos, la mayor inhibición se obtuvo en la etapa de invasión. Estos autores 
demostraron que la cepa L. plantarum PZ01 fue la que produjo mayor inhibición en 
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cuanto a la adhesión e invasión del patógeno con porcentajes relativos del 30 y 5%, 
respectivamente, donde el valor del 100% correspondía al control (Salmonella en 
ausencia de microorganismos probióticos). En cuanto a los aislados de L. salivarius, los 
porcentajes relativos de adhesión e invasión fueron 65% y 30%, y 90 y 75% para L. 
salivarius JM 32 y JK22, respectivamente. Estos valores concuerdan con los obtenidos 
en esta Tesis, donde los aislados de L. salivarius alcanzaron porcentajes relativos de 
asociación e invasión en el rango de 79 - 94 % y 53 - 83 %, respectivamente. 
Jamyuang et al. (2019) hallaron que cepas de L. plantarum y L. pentosus, aisladas de 
leche materna humana, poseían actividad inhibitoria frente a la adhesión de Salmonella 
enterica serovar Typhimurium a células Caco-2, protegiendo la monocapa celular en 
ensayos de preincubación, competencia (coincubación) y desplazamiento del patógeno, 
con porcentajes de inhibición de la adhesión en los rangos del 30 – 40 %, 22 – 27 % y 
14 – 19 %, respectivamente. 
Los resultados hallados por Nantavisai et al. (2018) establecieron que L. salivarius 
MSMC105-3, aislada de material fecal de neonatos, fue capaz de reducir los niveles de 
adhesión a células Caco-2 de dos cepas de Salmonella (S. Typhi y S. dysenteriae), 
principalmente en los ensayos de exclusión (preincubación del lactobacilo con la 
monocapa) y, en menor medida, de competencia (coincubación del lactobacilo, el 
patógeno y la monocapa); específicamente, redujo 10 y 5 veces la adhesión a Caco-2 
en los ensayos de exclusión de S. Typhi y S. dysenteriae, respectivamente; y 3 y 1,5 
veces para S. Typhi y S. dysenteriae en el ensayo de competencia, respectivamente. 
Por el contrario, el lactobacilo no mostró actividad en la reducción de la adhesión de las 
cepas patógenas en el ensayo de desplazamiento (preincubación de Salmonella con la 
monocapa).  
Los resultados obtenidos por Potočnjak et al. (2017) demostraron que cepas de L. 
plantarum, de distintos orígenes, interfirieron en la adhesión a Caco-2 de una cepa de 
Salmonella Typhimurium, tanto en los ensayos de competición como de exclusión.  La 
concentración del patógeno adherido en presencia de los lactobacilos fue 
significativamente más baja luego del pretratamiento (aproximadamente, 104 UFC/fosa) 
y de la incubación conjunta (aproximadamente, 103 UFC/fosa), en comparación con la 
ausencia de lactobacilos (aproximadamente, 105 UFC/fosa). De acuerdo a la hipótesis 
de los autores, estos resultados podrían deberse a que L. plantarum posee un 
mecanismo de adhesión tipo receptor similar al que utiliza Salmonella, por lo que su 
presencia disminuiría la probabilidad de adhesión del patógeno. 
Aunque los aislados evaluados no fueron capaces de inhibir significativamente la 
asociación e invasión de esta cepa de Salmonella a una línea celular in vitro, hay que 
tener en cuenta que estos resultados son de tipo exploratorios, de manera que, los 
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2.3.5 Efecto de los lactobacilos sobre la formación de biofilm de Salmonella  
 
La formación de biofilm es un mecanismo de virulencia utilizado por Salmonella spp. 
para subsistir a cambios físicos y químicos del entorno. Esto contribuye a su resistencia 
y persistencia tanto en el huésped como en otros medioambientes, especialmente en 
las plantas procesadoras de alimentos, pudiendo formar biofilms tanto en superficies 
bióticas como abióticas (Steenackers et al, 2011). Se han estudiado diversas estrategias 
para evitar la interacción entre Salmonella y las superficies propensas a ser sustrato de 
biofilm, entre las que se mencionan el uso de enzimas, terapia con fagos, extractos de 
plantas aromáticas, nanomateriales, inhibidores de detección del quorum sensing, 
bacteriocinas y bacterias ácido lácticas (Coughlan et al., 2016; Merino et al., 2019). 
Estas últimas, debido a su capacidad de producir componentes antimicrobianos, ofrecen 
una alternativa a los desinfectantes y antibióticos para la prevención y el control de los 
patógenos transmitidos por los alimentos (Marianelli et al., 2010; Sharma et al., 2017; 
Singh et al., 2018). Recientes trabajos han demostrado que las bacterias ácido lácticas 
(LAB) pueden reducir la adhesión, colonización y formación de biofilm de patógenos a 
través de la competencia por los sitios de unión al sustrato y los nutrientes disponibles, 
así como también por la producción de metabolitos como ácidos orgánicos y 
biosurfactantes y por diversos mecanismos asociados a propiedades de superficie, 
como la coagregación (Collado et al., 2007; Tahmourespour & Kermanshahi, 2011; Das 
et al., 2013; Woo & Ahn, 2013; Chapman et al., 2014; García-Cayuela et al., 2014; 
Gómez et al., 2016). 
En esta parte del trabajo se estudió si los lactobacilos aislados y caracterizados 
previamente eran capaces de interferir en la formación de biofilm de Salmonella enterica 
serovar Enteritidis 105 mediante estudios de coincubación en placas de poliestireno.  
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 23 de acuerdo a la técnica de 
cuantificación por recuento microbiológico en placa.  
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Figura 23. Efecto de L. salivarius 1231B (), L. salivarius 1232Y (), L. salivarius 
1233C (), L. salivarius 1234C () y L. agilis 1235C () sobre la formación de biofilm 
de S. Enteritidis 105 en coincubación. (control). Se incubaron Salmonella y los 
lactobacilos en medio LB en placa de poliestireno durante 24 horas a 37 °C. Las barras 
verticales corresponden a la desviación estándar. Evaluación estadística: ANOVA de un 
solo factor, test de Tukey para comparaciones múltiples, α= 0,05. p < 0,05. La línea 
sólida horizontal sin asterisco indica que no existe diferencia estadísticamente 
significativa entre los aislados. 
 
De acuerdo a lo observado en las Figura 23, los lactobacilos no interfirieron de forma 
significativa en el proceso de formación de biofilm de la cepa S. Enteritidis 105. Sin 
embargo, se debe tener en cuenta que el medio de cultivo utilizado para la coincubación 
fue caldo LB, el cual es el adecuado para el crecimiento de Salmonella, pero no para los 
lactobacilos. Investigaciones previas en nuestro grupo de trabajo han demostrado que 
ciertos lactobacilos aislados de kefir tienen la capacidad de disminuir la formación de 
biofilm por parte de Salmonella (Merino, Tesis Doctoral 2019, Merino et al., 2019) y esta 
inhibición ocurrió cuando ambos microorganismos se incubaban juntos en el medio BHI 
(Brain Heart Infusion), medio en el que ambos son capaces de crecer. De esta manera 
sería interesante poder estudiar la interferencia de los microorganismos aislados en este 
trabajo en la formación de biofilm de Salmonella utilizando medio BHI donde ambos 
microorganismos puedan crecer durante la coincubación. Sumado a esto, Merino et al. 
(2019) han observado que ciertos metabolitos presentes en el sobrenadante de cultivo 
de estos lactobacilos contribuían a la inhibición del biofilm.  
Por lo tanto, se necesita profundizar en estos estudios tanto con los lactobacilos aislados 
como con sus sobrenadantes de cultivo a fin de determinar el efecto sobre la producción 
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A lo largo de este capítulo, se han utilizado diversas técnicas para evaluar la capacidad 
inhibitoria de los aislados bacterianos frente a cepas patógenas comúnmente 
encontradas en granjas avícolas como son Salmonella y E. coli. Se estudió el efecto 
tanto del cultivo fermentado completo como de sus partes por separado: la fracción 
microbiana y el SLC. 
L. salivarius 1231B, L. salivarius 1232Y y L. salivarius 1234C fueron los aislados con 
mayor acción inhibitoria in vitro frente a S. Enteritidis 105 durante la coincubación en 
medio líquido. Tanto la fracción microbiana como los metabolitos presentes en los SLC 
contribuyeron a alcanzar un efecto inhibitorio significativo en menos de 6 horas de 
incubación a 37 °C.  
Se constató el fuerte carácter inhibitorio de todos los SLC obtenidos a partir del 
crecimiento de los aislados, tanto en medio MRS como en medio permeado de suero 
suplementado con extracto de levadura, frente al desarrollo de diferentes bacterias 
patógenas. En el caso de los sobrenadantes de los cultivos en MRS, el efecto inhibitorio 
frente a E. coli fue de carácter bactericida hasta dilución 1/2, al igual que para el caso 
de S. Gallinarum 111 donde, con ciertos aislados, este efecto se extendió hasta la 
dilución 1/4. También se determinó que el efecto del SLC de Enterococcus sp. 2 frente 
a S. Enteritidis fue cepa dependiente: en el caso de algunas cepas de Salmonella, el 
efecto bactericida se dio sólo con el SLC en concentración directa y, en otros casos, fue 
posible su dilución sin alterar su efecto. Respecto a los SLC obtenidos a partir del cultivo 
de los aislados en permeado de suero con extracto de levadura, se determinó un efecto 
inhibitorio frente al crecimiento de S. Enteritidis 105, el cual se mantuvo con el SLC 
diluido hasta 4 veces. El conjunto de estos resultados indica que los SLC de los aislados 
poseen metabolitos con acción bactericida contra las bacterias patógenas evaluadas; 
pero, para ampliar el campo de acción, restaría evaluar el efecto frente a un número 
más amplio de cepas de diferentes serovares de Salmonella.  
De modo complementario, utilizando HPLC, se determinó la concentración de ácidos 
orgánicos débiles (ácido láctico y ácido acético) en los SLC obtenidos a partir del 
crecimiento de algunos aislados, tanto en permeado de suero suplementado con 
extracto de levadura como en el medio MRS. La diferencia en cuanto a la concentración 
de cada ácido orgánico presente y su relación, en referencia al efecto sinérgico que 
existe entre los dos ácidos, podría ser la razón por la cual la actividad antimicrobiana 
varía entre especies.  
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En cuanto al efecto de la fracción microbiana, los lactobacilos evaluados no fueron 
capaces de inhibir significativamente la asociación e invasión de S. Enteritidis 105 a la 
línea celular Caco-2/TC-7 ni de inhibir el proceso de formación de biofilm en 
coincubación en las condiciones evaluadas. El efecto inhibidor podría ser diferente si se 
modificaran las concentraciones tanto de las células como de Salmonella; esto podría 
inferirse de acuerdo a la bibliografía expuesta en la tesis, donde al variar ambas 
concentraciones, se observan diferentes resultados (Londero et al., 2014; Feng et al., 
2016; Potočnjak et al., 2017; Nantavisai et al., 2018; Jamyuang et al., 2019). 
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Selección de aislados para 
formular el producto probiótico y 

















-Seleccionar los aislados que conformarán el producto probiótico teniendo en cuenta 
características de crecimiento y tecnológicas. 
 
-Evaluar la inocuidad y mejoras en los parámetros productivos de la fracción microbiana 









3.2 Materiales y Métodos 
 
 
3.2.1 Microorganismos y condiciones de cultivo 
 
Las condiciones de crecimiento y los medios de cultivo utilizados para los lactobacilos 
aislados a partir del TGI de pollos y la cepa Lactobacillus plantarum CIDCA 83114 
fueros detalladas en la Sección 2.2.1 del Capítulo 2, al igual que la obtención de sus 
sobrenadantes libres de células (SLC). 
 
3.2.2 Selección de aislados para el ensayo in vivo 
 
Se evaluaron algunas características de crecimiento y tecnológicas de importancia para 
la producción a gran escala. 
 
3.2.2.1 Crecimiento en MRS suplementado con permeado de suero  
 
A partir de permeado de suero deshidratado (PS) (Arla Food) y MRS comercial (Biokar), 
se preparó una solución de cada uno por separado, en concentración 5 % p/v, y luego 
se mezclaron (1:1) para formular el medio de cultivo. La esterilización del medio se 
realizó en autoclave, a 121°C durante 15 minutos. 
Se partió de un cultivo microbiano en fase estacionaria, el cual fue inoculado al 1 % v/v 
en el medio de cultivo y se incubó a 37 °C. Se tomaron alícuotas del cultivo a diferentes 
tiempos para determinar la concentración microbiana. Se hicieron diluciones seriadas 
y recuentos en placas de agar MRS. El pH se determinó utilizando un pHímetro 
(Altronix®). 
 
3.2.2.2 Viabilidad durante el almacenamiento a temperatura de refrigeración 
 
Se evaluó la viabilidad del pellet bacteriano almacenado a temperatura de refrigeración 
(4 °C) durante 3 semanas. A partir de 10 ml de cultivo en fase estacionaria de cada 
aislado, se realizó una centrifugación a 10.000 rpm durante 10 minutos. El 
sobrenadante se descartó y la fracción microbiana (pellet) se almacenó a 4 °C, sin el 
agregado de una sustancia crioprotectora. Semanalmente, se tomaron muestras 
representativas de cada aislado, se realizaron diluciones en solución salina estéril y 
recuento en agar MRS (Biokar Diagnostics, Beauvais, Francia). La evaluación se realizó 
durante un período de almacenamiento máximo de 3 semanas. 






3.2.3 Selección y caracterización de los aislados seleccionados para formular el 
producto probiótico 
 
3.2.3.1 Crecimiento en MRS formulado a partir de cada componente 
 
Los componentes para formular el medio MRS fueron provistos por NITRAP SRL y el 
medio se preparó de acuerdo a la formulación utilizada por el personal de laboratorio 
de dicha empresa. 
Se partió de un cultivo microbiano en fase estacionaria, el cual fue inoculado al 1 % v/v 
en el medio de cultivo y se incubó a 37 °C. Se tomaron alícuotas del cultivo a diferentes 
tiempos para determinar la concentración microbiana. Se hicieron diluciones seriadas 
y recuentos en placas de agar MRS. El pH se determinó utilizando un pHímetro 
(Altronix®). 
Adicionalmente, se realizaron curvas de crecimiento y cinéticas de acidificación en el 
medio MRS. Utilizando un espectrofotómetro (modelo Helios Beta, Thermo Scientific®) 
γ empleando cubetas de 1 cm camino óptico, se realizaron medidas de DO a 620 - 600 
nm, a diferentes tiempos, hasta alcanzar la fase estacionaria. Como blanco de la 
medida, se utilizó el medio de cultivo sin inocular.  
 
3.2.3.2 Viabilidad durante el almacenamiento a temperatura de congelación 
 
Se evaluó la viabilidad del pellet bacteriano almacenado a temperatura de congelación 
(- 20 °C) durante 3 semanas. A partir de un cultivo en fase estacionaria de cada aislado, 
se realizó una centrifugación a 10.000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se 
descartó y la fracción microbiana (pellet) se almacenó a - 20 °C, utilizando leche estéril 
como crioprotector. Semanalmente, se tomaron muestras representativas de cada 
aislado, se realizaron diluciones en solución salina estéril y recuento en agar MRS 
(Biokar Diagnostics, Beauvais, Francia). La evaluación se realizó durante un período 
de almacenamiento de 3 semanas. 
 
3.2.3.3 Estabilidad durante ciclos consecutivos de congelación/descongelación 
 
Se evaluó la viabilidad de los aislados durante 4 ciclos consecutivos de congelación y 
descongelación. A partir de un cultivo en fase estacionaria, se realizó una centrifugación 
a 10.000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se descartó y la fracción microbiana 




(pellet) se almacenó a - 20 °C, utilizando leche estéril como crioprotector. Cada 48 
horas, se descongeló completamente a temperatura ambiente, y la concentración 
bacteriana se determinó por medio de diluciones seriadas en solución salina estéril y 
siembra en agar MRS.  
 
 
3.2.4 Análisis estadístico 
 
Todos los resultados obtenidos son el promedio de experimentos realizados por 
duplicado o triplicado. Se presentan como los valores medios y sus correspondientes 
desviaciones estándar (DE). Todos los parámetros se analizaron con el programa 
estadístico GraphPadPrism versión 5.01 (GraphPad Software, San Diego, California). 
Se consideraron diferencias significativas los valores de p < 0,05.  Las diferencias 
significativas entre promedios se calcularon por ANOVA de un solo factor o de dos 
factores, seguido de test de Tukey para comparaciones múltiples (α = 0,05). 
 
 
3.2.5 Administración del producto probiótico a pollos parrilleros 
 
Se estudió el carácter inocuo del producto probiótico. Para ello, los animales fueron 
divididos en grupos y se les fueron administradas diferentes concentraciones del 
producto a lo largo de un ciclo de crianza completo (aproximadamente, 45 días). Se 
realizaron 2 ensayos en diferentes meses del año 2018: el primero se llevó a cabo entre 
Marzo y Abril y, el segundo, entre Mayo y Junio. 
La vía de administración elegida para suministrar el probiótico fue el agua de bebida. El 
agua utilizada fue agua de red, desinfectada por cloración, la cual fue la misma que 
consumieron los animales del galpón. Adicionalmente, en el laboratorio, se constató la 
supervivencia de los aislados en una muestra de dicha agua. 
Los ensayos fueron realizados de acuerdo al protocolo experimental N° 010-01-15, el 
cual fue avalado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de 
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad Nacional de 
La Plata (ver Anexo 3). 
 
3.2.5.1 Preparación del producto probiótico 
 
Cada aislado integrante del producto probiótico se cultivó de forma separada. Todos los 
cultivos se incubaron a 37 ºC en aerobiosis hasta alcanzar el máximo tiempo de 




cosecha, momento en el cual fueron centrifugados a 2.900 rpm por 15 minutos. Los 
sobrenadantes se descartaron y los pellets fueron suspendidos en leche entera estéril 
para criopreservarlos a - 20 °C. Para conformar el producto probiótico, se colocaron los 
cultivos individuales, en igual relación, en los tubos falcon (Figura 24), los cuales fueron 
marcados con distintos colores para facilitar su identificación y manejo. La concentración 
microbiana de cada tubo se preparó teniendo en cuenta el volumen de los bebederos y 
la concentración del probiótico establecida para los ensayos. Cada tubo falcon se 
preparó listo para diluir en un 1 litro de agua potable, desinfectada por cloración (Figura 
25). Para el caso del grupo control, se fraccionó la misma cantidad de leche estéril para 
disolver en el agua de bebida. 
 
 
Figura 24. Producto probiótico preparado en tubos falcon, listos para ser diluidos en el 
agua de bebida. 
 
Figura 25. Esquema de la preparación del agua de bebida en los bebederos. 
 
Los ensayos se desarrollaron en una granja avícola en la localidad de Olivera, 
perteneciente al Partido de Luján, provincia de Buenos Aires. Los productos probióticos 
fueron traslados en conservadoras con refrigerantes hasta el lugar donde se realizó el 








3.2.5.2 Animales empleados y condiciones de crianza 
 
Se emplearon pollos de la línea Cobb, variedad Broiler (“parrilleros”), la cual es una raza 
desarrollada especialmente para la producción de carne debido a su rápido desarrollo y 
engorde.  
El experimento se inició con un total de 30 animales por grupo, teniendo en cuenta los 
pesos, para disminuir la variación inicial. La presencia de machos y hembras en cada 
grupo quedó al azar ya que no se realizó el sexado de los animales. 
Los animales fueron dispuestos en un sector del galpón cercano a la entrada y 
separados del resto de la producción por medio de una cortina plástica. 
Los pollos parrilleros de 1 día de edad fueron pesados y distribuidos en lotes de 
promedio y varianza homogénea, descartándose aquellos cuyos pesos se encontraban 
en los extremos de la distribución. Fueron alojados en corrales realizados con redes de 
plástico y planchas de fibrofácil en pisos compuestos, principalmente, de cascarilla de 
girasol y arroz. La calefacción de los corrales se realizó con lámparas infrarrojas 
colgadas sobre los mismos. 
Se les administró agua (mediante dos bebederos de piso por corral hacia el final del 
ciclo de crianza) y alimento ad libitum, excepto en los días de pesaje en los que se les 
privó de alimento por un período de 1 hora antes de pesarlos.  Los animales fueron 
alimentados con alimento balanceado de diferente composición, de acuerdo a la edad: 
preiniciador, iniciador, terminador y retiro. 
 
3.2.5.3 Sacrificios y toma de muestra 
 
Se realizaron tres sacrificios durante todo el ciclo de crianza, utilizando la técnica de 
dislocación cervical. Los días seleccionados para llevar a cabo los sacrificios 
coincidieron con los cambios en la composición del alimento (pre-iniciador dia 16, 
iniciador día 30 y terminador día 43, aproximadamente). Por cada día, se sacrificaron 4 
animales por tratamiento/grupo y se realizaron las necropsias en condiciones de 
esterilidad. Se extrajo hígado, bazo, bolsa de Fabricio e intestino delgado (duodeno) 
(Figura 26A). Las extracciones se realizaron utilizando mecheros para garantizar la 
esterilidad en la zona y los órganos extraídos se transportaron en refrigeración en tubos 
falcon o frascos de urocultivo estériles (dependiendo del tamaño del órgano), para ser 
procesados en el laboratorio de Microbiología de la Facultad de Ciencias Exactas de la 
UNLP. Adicionalmente, se tomaron muestras de materia fecal a partir de los ciegos, los 
cuales se transportaron en refrigeración, se recolectaron en tubos estériles Eppendorf y 
se almacenaron a - 80 °C. También, en algunos casos, se tomaron muestras de sangre 




en tubos heparinizados (Figura 26B). Las determinaciones realizadas en cada ensayo 
se describen a continuación. 
 
                       
Figura 26. Toma de muestra de los distintos órganos (A) y tubos heparinizados para la 
recolección de muestras de sangre (B). 
 
3.2.5.4 Administración del producto probiótico a pollos parrilleros: 1° ensayo 
 
3.2.5.4.1 Análisis de translocación de microorganismos en hígado 
 
Se estudió la capacidad de translocación a hígado de bacterias lácticas y de 
enterobacterias. En condiciones de esterilidad, se pesó 1 g de hígado y se realizó una 
dilución 1/10 con solución salina estéril. Luego se homogenizó utilizando un 
homogeneizador de paletas de laboratorio (BagMixer® 400W Interscience) y, a partir de 
diluciones seriadas, se tomaron alícuotas y sembraron en MRS (Biokar Diagnostics, 
Beauvais, Francia) y Mac Conkey (Merck®, Darmstadt, Alemania) para determinar la 
concentración de bacterias lácticas y enterobacterias, respectivamente. Las placas se 
incubaron a 37 °C durante 24 - 48 horas. Las concentraciones bacterianas se 
expresaron como UFC/g de hígado. 
 
3.2.5.4.2 Análisis histopatológico de intestino 
 
Se tomó una porción de intestino delgado, realizando el corte aproximadamente unos 6 
cm luego de la finalización de la molleja, zona que corresponde al duodeno. La muestra 
se depositó en un frasco de urocultivo, inmersa en formol al 10 % v/v. 
El procesamiento y estudio histopatológico de las muestras fue realizado por la Vet. 
Silvina Pintos en su laboratorio de estudios patológicos, especializado en patología 
aviar. Siguiendo procedimientos estandarizados, las muestras fueron cortadas y 
colocadas en cassettes plásticos, para luego sufrir una deshidratación progresiva 
B A 




mediante la inmersión en soluciones de etanol de graduación creciente. El aclaramiento 
se realizó con xilol para permitir que actúe la parafina en el siguiente paso de inclusión, 
realizado en una estufa de cultivo con parafina. Por último, los tacos de parafina se 
cortaron con un micrótomo de rotación Rietchert-Jung con cortes de 5 micras y fueron 
coloreados mediante la técnica de coloración con Hematoxilina-Eosina.  
Para la evaluación del estado de la mucosa intestinal, se determinaron dos parámetros: 
score de inflamación y pérdida de integridad, a los cuales se les asignó un puntaje 
(score) de acuerdo a la Tabla 20 (Gibson-Corley et al., 2013). 
 
Tabla 20. Escala de puntajes asignados para cuantificar el estado de la mucosa 
intestinal a través de la pérdida de la integridad y el score de inflamación. 
 
SCORE PÉRDIDA DE LA INTEGRIDAD SCORE DE INFLAMACIÓN 
1 ausencia de pérdida de la integridad ausencia de inflamación 
2 
engrosamiento de las vellosidades 
con leve degeneración vacuolar de 
los enterocitos 
edema en la lámina propia con leve 
infiltrado linfomonocitario 
3 
engrosamiento de las vellosidades 
con moderada degeneración vacuolar 
de los enterocitos y fusión de aisladas 
vellosidades 
hiperemia en la lámina propia con 
moderado infiltrado linfomonocitario 
4 
engrosamiento de las vellosidades 
con severa degeneración vacuolar de 
los enterocitos y fusión en masa de 
las vellosidades 
hiperemia con extravasación 
eritrocitaria y severo infiltrado 
linfomonocitario 
 
Adicionalmente, se evaluó la histomorfometría intestinal teniendo en cuenta los 
siguientes parámetros: longitud de las vellosidades, profundidad de las criptas y relación 
vellosidad-cripta. Las mediciones se realizaron empleando el software Image J (National 
Institutes of Health, Estados Unidos). 
 
3.2.5.4.3 Determinación de microorganismos en el contenido intestinal 
 
A partir de los ciegos, se recolectaron muestras de materia fecal en condiciones de 
esterilidad. Se analizaron las poblaciones microbianas presentes en el contenido cecal 
utilizando una técnica microbiológica tradicional (recuento en placa) y una técnica 
molecular (PCR en tiempo real). Para el recuento en placa, se tomó una alícuota de la 
muestra, se realizaron diluciones seriadas en solución salina estéril y se sembraron en 
los medios MRS, Mac Conkey y Triptosa Sulfito Cicloserina (TSC). Los mismos se 
incubaron a 37 °C durante 24 - 48 horas. Las placas de MRS y Mac Conkey fueron 
incubadas en condiciones de aerobiosis, y las de agar TSC en anaerobiosis. 




Para la determinación por PCR en tiempo real, las muestras fueron congeladas a - 80 
°C. El ADN total del contenido intestinal se obtuvo utilizando un kit de extracción (Quick 
Tissue/Culture Cells Genomic DNA Extraction Kit 50 prep 50 prep DSBIO) (Anexo 2). 
 
3.2.5.4.4 Pesaje de animales 
 
Se determinó el peso promedio de cada grupo/tratamiento de pollos a lo largo del ciclo 
de crianza, de forma semanal. Para cada pesaje, se formaron grupos de animales y se 
pesaron en baldes de plástico o sujetados de las patas, de acuerdo a la edad. Se utilizó 
una balanza digital portátil (modelo dj601, marca Oryx).  
 
3.2.5.4.5 Análisis bioquímico de suero  
 
Previo al sacrificio de las aves (días 16, 30 y 43 de vida), se recolectaron de 2 - 3 ml de 
sangre (de acuerdo a la edad y tamaño de animal) de la vena alar en tubos de plástico 
heparinizados. Los siguientes parámetros fueron determinados por el Laboratorio de 
Salud Pública de la Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP, mediante técnicas 
espectrofotométricas: concentración de enzimas hepáticas (TGO y TGP), fosfatasa 
alcalina, hematocrito, colesterol total y triglicéridos, proteínas totales (TP), albúmina 
(Alb), urea, creatinina y globulina. También se determinaron los niveles de aspartato 
aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT) y gamma-glutamiltransferasa 
(GGT). 
 
3.2.5.4.6 Pesaje de bolsa de Fabricio y bazo  
 
A partir del sacrificio de los animales, se tomaron la bolsa de Fabricio y el bazo y se 
depositaron en bolsas de plástico o tubos falcon (de acuerdo al tamaño del animal), 
previamente tarados. Al llegar al laboratorio, se pesaron los órganos en una balanza 
analítica (modelo AS220, “Radwag”, Polonia) y se determinó la relación bolsa de 
Fabricio/ bazo de acuerdo a la siguiente ecuación: 
Relación [Bolsa de Fabricio/Bazo] = Peso bolsa de Fabricio          Ecuación 9 
                                                               Peso del bazo 
 
3.2.5.4.7 Análisis estadístico  
 
Los resultados del análisis histopatológico de intestino y pesaje de animales fueron 
analizados estadísticamente por medio del test de ANOVA con dos factores y luego test 




de Bonferroni para comparaciones múltiples; la evaluación de los resultados de la 
relación entre los pesos de bolsa de Fabricio/Bazo se realizó mediante el test de ANOVA 
con dos factores y luego test de Tukey para comparaciones múltiples. En todos los 
casos se determinaron como estadísticamente significativos cuando se obtuvo un valor 
de p < 0,05 y con un nivel de significancia menor a 0,05 (α0,05). Para realizar los 
gráficos y el análisis estadístico se utilizó el programa informático GraphPadPrism 
versión 5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA).  
 
 
3.2.5.5 Administración del producto probiótico a pollos parrilleros: 2° ensayo 
 
3.2.5.5.1 Determinación del contenido de materia grasa total en hígado 
 
Luego del sacrificio, los hígados fueron recolectados en condiciones de esterilidad, se 
pesaron y se conservaron en congelación hasta su envío para la determinación del 
porcentaje de materia grasa total por el método de Soxhlet. La misma fue realizada por 
el laboratorio del sector de Calidad Cárnica y Nutrición perteneciente a la Estación 
Experimental Agropecuaria EEA-INTA Concepción del Uruguay-Entre Ríos.  
Brevemente, el método de Soxhlet consiste en la deshidratación previa de la muestra y 
posterior extracción de la grasa con éter de petróleo como solvente. La cantidad de 
grasa se expresó como porcentaje en base al peso seco.  
 
3.2.5.5.2 Análisis histopatológico de intestino  
 
La metodología se detalló previamente en la Sección 3.2.5.4.2 del 1° Ensayo in vivo. 
   
3.2.5.5.3 Determinación de microorganismos en el contenido intestinal 
 
Se estudió la población microbiana del contenido intestinal mediante PCR en tiempo 
real, de acuerdo a lo explicado en la Sección 3.2.5.4.3 del 1° Ensayo in vivo. 
 
3.2.5.5.4 Pesaje de animales 
 
Se determinó el peso promedio de cada grupo/tratamiento de pollos a lo largo del ciclo 
de crianza de igual forma que lo expresado en la Sección 3.2.5.4.4 del 1° Ensayo in 
vivo.  
 




3.2.5.5.5 Pesaje de bolsa de Fabricio y bazo  
 
Se realizó el pesaje de la bolsa de Fabricio y del bazo, y se calculó la relación de estos 
pesos, de igual forma que lo expresado en la Sección 3.2.5.4.6 del 1° Ensayo in vivo. 
 
3.2.5.5.6 Análisis estadístico  
La evaluación estadística de los resultados obtenidos se realizó de acuerdo a lo 
detallado en la Sección 3.2.5.4.7 del 1° Ensayo in vivo. 
 
  




3.3 Resultados y Discusión 
 
 
3.3.1 Selección de aislados para ensayos in vivo 
 
A partir de los 10 aislados evaluados en el Capítulo 2, se realizó una nueva selección 
para los ensayos en pollos. Ésta se fundamentó en los resultados obtenidos, respecto 
a la actividad inhibitoria de los sobrenadantes libres de células (SLC) sobre.Salmonella 
y E. coli (Sección 2.3.2, Capítulo 2) y el efecto de los cultivos completos y los SLC de 
los aislados de Lactobacillus frente a Salmonella enterica in vitro (Sección 2.3.1, 
Capítulo 2). Adicionalmente, se tuvieron en cuenta las investigaciones realizadas por 
otros tesistas del laboratorio que trabajaban conjuntamente en el marco del proyecto 
PID 2014-0049, proyecto que dio lugar al desarrollo de esta Tesis. De acuerdo a las 
investigaciones mencionadas, se tuvo en consideración la acción antifúngica de los 
aislados mediante la capacidad de captura de aflatoxina B1 (toxina fúngica) y el 
porcentaje de reducción de la germinación de Aspergillus flavus. En dicho estudio, se 
determinó que los mayores valores de reducción de la germinación de los conidios de 
A. flavus fueron del 50 % y 60 % en presencia de los SLC de L. agilis 1235C y L. 
salivarius 1234C, respectivamente, calificándose dentro del rango de efecto moderado. 
Adicionalmente, L agilis 1235C demostró una alta capacidad de secuestrar aflatoxina 
AFB1 in vitro, alcanzando un valor del 60 %, de acuerdo a Valiente (2018) (datos no 
publicados). 
Resultados obtenidos por Cejas (2017) (datos no publicados), respecto a Enterococcus 
sp.1, Enterococcus sp. 2 y Enterococcus sp. 3, permitieron determinar que los tres 
aislados presentaron una alta termotolerancia en condiciones simuladas de pelleteo. 
Además, el estudio de los enterococos nos permitiría agregar microorganismos de 
diferentes géneros bacterianos al probiótico que se pretende desarrollar en esta Tesis. 
También se consideró para la selección, los parámetros de crecimiento (concentración 
y pH a las 48 horas) en el medio de cultivo permeado de suero suplementado con 
extracto de levadura (Sección 1.3.5, Capítulo 1). 
De acuerdo a los resultados obtenidos de los estudios descriptos anteriormente, los 
aislados L. salivarius 1234C, L. agilis 1235C, L. johnsonii 1236B, L. johnsonii 1237Y y 
los tres aislados del género Enterococcus sp., fueron seleccionados para continuar con 
su estudio y, posteriormente, formular el producto probiótico que será administrado a los 
pollos in vivo. 
 
 





3.3.1.1 Crecimiento en MRS suplementado con permeado de suero  
 
Se estudió el crecimiento de los aislados en dos medios de cultivo sugeridos por 
NITRAP SRL. Por un lado, se evaluó el uso de MRS comercial suplementado con 
permeado de suero (MRS + PS) con el objetivo de disminuir los costos de producción. 
La justificación para utilizar el PS para el crecimiento de los aislados se detalló en el 
Capítulo 1 (Sección 1.3.5). Por otro lado, se evaluó el crecimiento de los aislados en 
MRS formulado a partir de cada componente ya que es la manera en la que se prepara 
el medio de cultivo para la obtención de biomasa en NITRAP SRL.  
Se estudió el crecimiento de L. salivarius 1234C, L. agilis 1235C, L. johnsonii 1236B, L. 
johnsonii 1237Y, Enterococcus sp. 1, Enterococcus sp. 2 y Enterococcus sp. 3 en el 
medio MRS (5 % p/v) + PS (5 % p/v). El pH inicial del medio de cultivo (sin inocular) fue 
5,7 y la concentración inicial de los aislados de Lactobacillus y de Enterococcus sp. fue 
de 1,2 ± 0,3 x 107 UFC/ml y 3,8 ± 1,6 x 106 UFC/ml, respectivamente. Sólo Enterococcus 
sp. 1 presentó una concentración inicial menor (1,3 x 104 UFC/ml). Los resultados se 
presentan a continuación (Tabla 21). 
 
Tabla 21. Determinación de la concentración microbiana y pH de L. salivarius 1234C, L. 
agilis 1235C, L. johnsonii 1236B, L. johnsonii 1237Y, Enterococcus sp. 1, Enterococcus 
sp. 2 y Enterococcus sp. 3 en el medio MRS+PS durante el crecimiento durante 24 y 48 
horas a 37 °C. Los valores de concentración se expresaron como promedio ± DE. 
 
Aislado 
Tiempo 24 horas Tiempo 48 horas 
Concentración 
(UFC/ml) 
pH Concentración (UFC/ml) pH 
L. salivarius 1234C 3,0 ± 0,1 x 109 4,2 4,3 ± 0,4 x 109 4,1 
L. agilis 1235C 2,1 ± 0,7 x 109 4,1 7,6 ± 0,4 x 108 4,0 
L. johnsonii 1236B 2,4 ± 0,5 x 109 4,2 3,0 ± 0,4 x 109 4,1 
L. johnsonii 1237Y 2,4 ± 0,1 x 109 4,2 3,6 ± 0,4 x 109 4,1 
Enterococcus sp. 1 5,3 ± 4,7 x 108 4,1 6,6 ± 0,0 x 106 4,0 
Enterococcus sp. 2 1,6 ± 0,4 x 108 5,5 1,7 ± 0,1 x 108 5,0 
Enterococcus sp. 3 1,6 ± 0,4 x 108 5,4 2,2 ± 0,1 x 108 4,9 
 
Todos los aislados fueron capaces de crecer en el medio MRS + PS. A las 24 horas de 
incubación, todos los Lactobacillus sp. y Enterococcus sp. 1 alcanzaron un pH de 
alrededor de 4, mientras que Enterococcus sp. 2 y 3, obtuvieron un valor de 5,5. 
Respecto a los valores de concentración, los aislados de Lactobacillus sp. alcanzaron 
un valor de 109 UFC/ml y los Enterococcus sp., un orden por debajo. Pasadas las 48 




horas de incubación a 37 °C, todas las concentraciones se mantuvieron en el mismo 
orden respecto a las 24 horas iniciales, a excepción de Enterococcus sp 1, el cual 
disminuyó su concentración en dos órdenes de magnitud.  
Seguidamente, se confeccionó una tabla con los datos de concentración y pH en cada 
medio de cultivo evaluado, los cuales fueron expuestos en esta Sección y en las Tablas 
8 y 9, correspondientes a la Sección 1.3.5 del Capítulo 1. A fin de simplificar la 
comparación entre los parámetros mencionados, se presenta la Tabla 22.  
 
Tabla 22. Crecimiento de L. salivarius 1234C, L. agilis 1235C, L. johnsonii 1236B, L. 
johnsonii 1237Y, Enterococcus sp. 1, Enterococcus sp. 2 y Enterococcus sp. 3 en 
diferentes medios de cultivo durante 24 horas a 37 °C. La información fue extraída de 
ensayos realizados en el Capítulo 1 (Sección 1.3.5) y Capítulo 3 (Sección 3.3.1.1). 





MRS (5 % p/v) 
+PS (5 % p/v) PS (5 % p/v) 
PS (5 % p/v) 
+Ext. lev (1 % p/v) MRS (Biokar®) 
Nf* 
(UFC/ml) pH Nf (UFC/ml) pH Nf (UFC/ml) pH Nf (UFC/ml) pH 
L. salivarius 
1234C 3,0 ± 0,1 x 10
9 4,2 1,3± 0,3 x 108 3,8 3,3 ± 0,5 x 107 4,0 1,0 ± 0,2 x 109 4,0 
L. agilis 
1235C 2,1 ± 0,7 x 10
9 4,1 3,6 ± 0,6 x 108 3,8 5,0 ± 1,0 x 108 3,8 1,8 ± 1,0 x 109 4,0 
L. johnsonii 
1236B 2,4 ± 0,5 x 10
9 4,2 3,3 ± 0,1 x 109 4,9 1,4 ± 0,3 x 108 4,1 ND ND 
L. johnsonii 
1237Y 2,4 ± 0,1 x 10
9 4,2 3,3 ± 0,9 x 107 4,7 2,6 ± 0,9 x 108 4,0 ND ND 
Enterococcus 
sp. 1 5,3 ± 4,7 x 10
8 4,1 ND ND ND ND ND ND 
Enterococcus 
sp. 2 1,6 ± 0,4 x 10
8 5,5 ND ND ND ND 1,0 ± 0,3 x 109 4,0 
Enterococcus 
sp. 3 1,6 ± 0,4 x 10
8 5,4 ND ND ND ND ND ND 
*Nf: concentración microbiana al final de la incubación. 
De acuerdo a lo expuesto en el Capítulo 1 (Sección 1.3.5), el factor determinante para 
la selección del medio de cultivo fue la obtención de mayor cantidad de biomasa en el 
menor tiempo, dado que los microorganismos vivos serán los administrados a los pollos 
durante su crianza. Por lo que, a fin de facilitar la preparación del producto probiótico a 
escala laboratorio, se tuvo como objetivo obtener el mayor recuento posible (Hrnčár et 
al., 2014; Atela et al; 2019). 
El objetivo de medir el pH fue sólo poder determinar la actividad acidificante de las 
bacterias en el medio de cultivo.  
Las mayores concentraciones de L. salivarius 1234C y L. agilis 1235C fueron 
alcanzadas en los medios de cultivo MRS comercial y MRS + PS, en el orden de 109 
UFC/ml. La obtención de estos valores podría explicarse teniendo en cuenta que el MRS 
es un medio diseñado para el crecimiento de estos microorganismos y aporta una gran 
variedad de nutrientes y factores de crecimiento, lo cual favorece el desarrollo de las 




bacterias y el aumento de su concentración. Debido a que el MRS comercial es un medio 
de cultivo costoso, las opciones más rentables para el crecimiento de estos lactobacilos 
sería el medio formulado MRS + PS. Este dato es importante teniendo en cuenta los 
grandes volúmenes de producción que se manejan a gran escala, donde se podría 
reducir el costo económico relacionado al medio de cultivo utilizado para el desarrollo 
de las bacterias, reemplazando parte del MRS por el PS, el cual tiene un costo menor 
respecto al primero. En referencia al crecimiento de los aislados L. johnsonii 1236B y 
1237Y, los mayores recuentos se obtuvieron en el medio MRS + PS, alcanzando 
concentraciones del orden de 109 UFC/ml; para el caso de L. johnsonii 1236B, también 
se podría utilizar el medio PS para obtener una concentración en el mismo orden 
logarítmico.  Entonces, si se tuviera que elegir un único medio de cultivo para la 
obtención de mayor cantidad de biomasa en condiciones de tiempo y temperatura 
iguales a las utilizadas con MRS, podría seleccionarse el medio MRS + PS para el 
crecimiento de los cuatro lactobacilos. 
Respecto a Enterococcus sp. 2, se evaluó el crecimiento en los medios MRS + PS y 
MRS comercial. La mayor concentración se obtuvo en el medio MRS comercial, en el 
orden de 109 UFC/ml mientras que, en el otro medio, la concentración estuvo un orden 
por debajo (108 UFC/ml). Por lo tanto, de los medios evaluados, el MRS comercial sería 
el medio indicado para su crecimiento. 
Todos los aislados demostraron capacidad de crecimiento en medios de cultivos 
formulados, diferentes al medio MRS comercial, alcanzado valores de concentración 
comparables con los obtenidos en el medio de crecimiento tradicional comercial.  
 
 
3.3.1.2 Viabilidad durante el almacenamiento a temperaturas de refrigeración 
 
Debido a que la evaluación exhaustiva de los diferentes métodos de preservación de los 
aislados seleccionados en este trabajo escapa al objetivo general de la Tesis, y dado 
que necesitábamos conservar los aislados por un período de tiempo máximo 
equivalente a la duración de un ciclo completo de crianza (42 - 45 días) para los 
posteriores ensayos in vivo, se evaluó la estabilidad de los aislados a corto plazo en 
condiciones de refrigeración. 
Se estudió la viabilidad del pellet bacteriano obtenido a partir del cultivo de L. salivarius 
1234C, L. agilis 1235C, L. johnsonii 1236B y L. johnsonii 1237Y durante el 
almacenamiento a 4 °C durante un período de 3 semanas. No se incorporaron 
sustancias crioprotectoras en este ensayo. Los resultados obtenidos se presentan en la 
Tabla 23. 





Tabla 23. Viabilidad del pellet bacteriano de L. salivarius 1234C, L. agilis 1235C, L. 
johnsonii 1236B y L. johnsonii 1237Y en el almacenamiento en refrigeración por 7 días. 
  
Aislado Recuento inicial (UFC/ml) Recuento (7 días) (UFC/ml) 
L. salivarius 1234C  a 1,8 ± 0,1 x 108 
d 2,2 ± 0,2 x 104 
L. agilis 1235C  b 3,8 ± 0,6 x 108 
c 1,6 ± 0,2 x 108 
L. johnsonii 1236B  a 3,6 ± 0,4 x 107 
d 5,3 ± 2,7 x 103 
L. johnsonii 1237Y  a 6,9 ± 2,3 x 107 
d 7,4 ± 4,0 x 103 
Los valores de concentración se expresaron como promedio ± DE. Evaluación estadística: ANOVA de un 
factor, test de Tukey para comparaciones múltiples (α= 0,05). Letras distintas indican diferencias 
estadísticamente significativas (p <0,05). 
 
L. agilis 1235C demostró la mayor resistencia en el almacenamiento a temperaturas de 
refrigeración. Aunque se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre la 
concentración a tiempo cero y al cabo de 7 días, el recuento se mantuvo en el mismo 
orden. La concentración de los demás aislados evaluados disminuyó hasta cuatro 
órdenes logarítmicos, indicando que la viabilidad fue severamente afectada por el 
almacenamiento a bajas temperaturas, sin el uso de sustancias crioprotectoras.  
Por lo tanto, dado que el objetivo es que los microorganismos se mantengan viables 
durante un período de crianza de los pollos, los resultados obtenidos condujeron a 
estudiar la congelación de los aislados.   
 
3.3.2 Selección de los aislados para formular el producto probiótico 
 
Como se dijo previamente, parte de los estudios realizados por otras tesistas que 
participaron en el proyecto en el que se enmarca esta Tesis fueron muy importantes 
para la toma de decisiones y avanzar con los objetivos propuestos.   
En base al concepto de desarrollar un producto probiótico, que pueda ser utilizado para 
situaciones diferentes en producción aviar, se pensó en su formulación a partir de 
diferentes géneros bacterianos. De esta manera, estudios realizados por Lujan Cejas 
(2017) (datos no publicados) estuvieron dirigidos a evaluar las propiedades tecnológicas 
de los aislados de Enterococcus sp. Uno de ellos fue la resistencia a las altas 
temperaturas, realizando dos calentamientos sucesivos: a 75 °C durante 35 segundos 
y a 85 °C durante 5 segundos, simulando las condiciones de pelleteo del alimento 
balanceado de pollos. Se observó que Enterococcus sp. 2 fue el aislado más 
termorresistente, con un descenso en la viabilidad dos órdenes logarítmicos (de 2,3 ± 
0,3 x 108 UFC/ml a 1,73 ± 0,3 x 106 UFC/ml,); mientras que en el caso de Enterococcus 
sp. 3 y Enterococcus sp.1, la viabilidad descendió 2,75 y 3 órdenes logarítmicos, 




respectivamente. Por lo tanto, los resultados indicaron que el Enterococcus 2 es el 
aislado más termorresistente, una característica muy importante si se piensa en la 
elaboración de un pellet adicionado de estos microorganismos.  
 
Sumado a esto, y de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo respecto al 
crecimiento en los diferentes medios de cultivos (Sección 3.3.1.1 de este capítulo y 
Sección 1.3.5, Capítulo1) y la viabilidad bacteriana a temperaturas de refrigeración 
(Sección 3.3.1.2), se seleccionaron los aislados L. salivarius 1234C, L. agilis 1235C 
y Enterococcus sp. 2 para continuar con su estudio (Figura 27). 
 
               
Figura 27. Morfología microscópica de L. salivarius 1234C (A), L. agilis 1235C (B) y 
Enterococcus sp. 2 (C), obtenido por tinción Gram. Los microorganismos se observados 
en un microscopio óptico con un objetivo de inmersión 100 X (serie CX21, Olympus). 
 
A modo de resumen, se destacan las principales características de los aislados que han 
sido seleccionados para la elaboración del producto probiótico: 
- L. salivarius 1234C: respecto a sus características probióticas, fue capaz de resistir 
las condiciones simuladas del pasaje por el tracto gastrointestinal in vitro (7,5% 
resistencia, con un descenso en la concentración menor a un orden logarítmico) y fue el 
aislado con el mayor porcentaje de adhesión (2%) a células Caco-2/TC-7. Además, fue 
capaz de crecer en medios de cultivo alternativos al medio MRS comercial. Respecto al 
efecto de su presencia en coincubación con Salmonella, fue uno de los aislados que 
presentó mayor efecto inhibitorio, tanto el cultivo completo como la fracción microbiana 
y el SLC, por separado. Respecto a la acción inhibitoria de su SLC frente a 
microorganismos patógenos, evidenció una fuerte inhibición (mayor al 70 %), con efecto 
bactericida, en contacto con Salmonella y E. coli; también fue uno de los aislados con 
los mayores porcentajes de reducción (60 %) de la germinación de los conidios de 
Aspergillus flavus, de acuerdo a los resultados obtenidos por Carolina Valiente (2018) 
(datos no publicados). 
- L. agilis 1235C: mantuvo su viabilidad durante el pasaje por las condiciones simuladas 
del tracto gastrointestinal in vitro, con un porcentaje de supervivencia del 40 %, donde 
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la concentración disminuyó menos de un orden logarítmico al final del pasaje completo. 
Además, fue capaz de crecer en medios de cultivo alternativos al medio MRS comercial. 
El sobrenadante obtenido a partir del cultivo en MRS evidenció acción bactericida frente 
a Salmonella y E. coli, mientras que el producido a partir del cultivo en permeado de 
suero suplementado con extracto de levadura, generó el mismo efecto frente a 
Salmonella. También se constató su acción antifúngica, de acuerdo a lo realizado por 
Carolina Valiente (2018) (datos no publicados), con una alta capacidad de secuestro de 
aflatoxina AFB1 in vitro y los mayores porcentajes de reducción (50 %) de la germinación 
de los conidios de A. flavus. Respecto a la conservación de la fracción microbiana en 
refrigeración, fue el único aislado evaluado que mantuvo su concentración en el mismo 
orden logarítmico al cabo del almacenamiento a 4°C durante 7 días. 
- Enterococcus sp. 2: fue resistente al pasaje por el tracto gastrointestinal in vitro, con 
un porcentaje de supervivencia del 5%, lo cual equivale a un descenso en la 
concentración menor a un orden logarítmico al final del pasaje. Además, fue capaz de 
crecer en medios de cultivo alternativos al medio MRS comercial. Respecto a la acción 
antimicrobiana del SLC obtenido a partir del cultivo en MRS, se determinó un fuerte 
efecto inhibitorio, de carácter bactericida, en el desarrollo de Salmonella y E. coli. De 
acuerdo a los resultados obtenidos por Luján Cejas (2017) (datos no publicados), fue el 
enterococo más termorresistente a las condiciones simuladas de pelleteo. 
 
A partir de este momento, se denominará como producto probiótico tricepa a la 
mezcla compuesta por L. salivarius 1234C, L. agilis 1235C y Enterococcus sp.2. 
 
 
3.3.3 Caracterización de los aislados seleccionados para formular el producto 
probiótico 
 
Para continuar con la caracterización de estos tres aislados, y teniendo en cuenta los 
intereses de la empresa y los estudios previos de conservación, se evaluó el crecimiento 
en MRS formulado a partir de cada componente, los cuales fueron provistos por NITRAP 
SRL (al igual que la formulación para prepararlo) y se determinó la viabilidad del pellet 
microbiano durante el almacenamiento a -20 °C y su estabilidad durante ciclos 









3.3.3.1 Crecimiento en MRS formulado a partir de cada componente 
 
De acuerdo a lo estudiado en la Sección 1.3.5 (Capítulo 1), se evaluaron diferentes 
medios de cultivo como alternativas al crecimiento de los aislados en MRS comercial, 
con el objetivo de obtener una alta cantidad de biomasa, utilizando medios de cultivo 
menos costosos. Como sugerencia de la empresa NITRAP SRL., se evaluó el 
crecimiento de los aislados en el medio MRS formulado a partir de cada componente. 
Para ello, se determinó la concentración y el pH a las 24 horas de incubación a 37 °C 
en el medio mencionado, teniendo en cuenta los valores de crecimiento obtenidos en 
MRS comercial (Tabla 24). La concentración del inóculo de L. salivarius 1234C, L. agilis 
1235C y Enterococcus sp. 2 fue 2,7 ± 0,1 x 107 UFC/ml, 6,3 ± 0,4 x 108 UFC/ml y 3,2 ± 
0,1 x 108 UFC/ml, respectivamente. 
 
Tabla 24. Determinación de la concentración microbiana y pH de L. salivarius 1234C, L. 
agilis 1235C y Enterococcus sp. 2 en los medios MRS formulado y MRS comercial 
(Biokar®) luego del crecimiento a 37 °C por 24 horas. Los valores de concentración se 
expresaron como promedio ± DE. Letras distintas indican diferencias estadísticamente 






MRS formulado  
 
Concentración  
(UFC/ml) pH  
Concentración 
(UFC/ml) pH 
L. salivarius 1234C a 1,1 ± 0,2 x 109 4,0 b 9,9 ± 2,8 x 109 3,8 
L. agilis 1235C a 1,8 ± 1,0 x 109 4,0 a 2,3 ± 0,5 x 109 3,8 
Enterococcus sp. 2 a 1,0 ± 0,3 x 109 4,0 c 4,1 ± 3,3 x 108 3,8 
 
Los tres aislados fueron capaces de crecer en el medio MRS formulado. La 
concentración de L. agilis 1235C no mostró diferencias significativas al comparar el 
crecimiento en los dos medios de cultivo. Sin embargo, mientras que el recuento de L. 
salivarius 1234C en MRS formulado fue significativamente mayor respecto al MRS 
comercial, en el caso de Enterococcus sp. 2, se obtuvo una mayor concentración en 
MRS comercial. De acuerdo a estos resultados, en el caso de tener que elegir uno de 
los dos medios de cultivo para el crecimiento de los aislados, se optaría por el medio 
MRS formulado para L. salivarius 1234C y L. agilis 1235C ya que además, como se 
mencionó anteriormente, es la manera en la que se prepara el medio de cultivo para la 
obtención de biomasa en NITRAP SRL; mientras que para el caso de del cultivo de 
Enterococcus sp. 2, se debería emplear el medio MRS comercial para obtener una 
mayor cantidad de biomasa. 
 




Para la preparación del producto probiótico tricepa, los cultivos se realizaron de manera 
independiente a fin de poder ajustar la concentración de cada uno. Con el objetivo de 
determinar la cosecha máxima de cada bacteria láctica, se realizaron cinéticas de 
crecimiento en MRS formulado para los Lactobacillus sp. y MRS comercial para 
Enterococcus sp. 2, de acuerdo a los mayores recuentos obtenidos en dichos medios 
(Tabla 24). A diferentes tiempos de incubación a 37 °C, se determinó la absorbancia y 
la concentración microbiana por recuento en placa con agar MRS. Las cinéticas de 
crecimiento de L. salivarius 1234C, L. agilis 1235C y Enterococcus sp. 2 se presentan 
en las Figuras 28 y 29. Las mediciones de absorbancia se realizaron hasta alcanzar un 
valor constante, a una longitud de onda de 620 nm para los Lactobacillus sp. y de 600 
nm para el Enterococcus sp. 2. 
   










































Figura 28. Cinética de crecimiento de L. salivarius 1234C (■) y L. agilis 1235C (■) (A) y 
de Enterococcus sp. 2 (■) (B), expresada como absorbancia a 620 nm y 600 nm, 
respectivamente, en función del tiempo de fermentación en MRS a 37 °C. Se utilizó MRS 
formulado para el crecimiento de los Lactobacillus sp. y MRS comercial para 
Enterococcus sp. 2.  

























































Figura 29. Cinética de crecimiento de L. salivarius 1234C (■) y L. agilis 1235C (■) (A) y 
de Enterococcus sp. 2 (■) (B), expresada como concentración microbiana (en UFC/ml) 
en función del tiempo de fermentación en MRS a 37 °C. Se utilizó MRS formulado para 
el crecimiento de los Lactobacillus sp. y MRS comercial para Enterococcus sp. 2. Las 
barras verticales corresponden a la desviación estándar. 
 




Para el caso de los aislados de Lactobacillus sp., la mayor concentración microbiana se 
obtuvo luego de 8 horas de incubación en MRS formulado, alcanzando un valor de 1,4 
± 0,1 x 109 UFC/ml para L. salivarius 1234C y 5,0 ± 1,8 x 108 UFC/ml para L. agilis 
1235C. Sin embargo, en el caso de Enterococcus sp. 2, fueron necesarias 20 horas de 
incubación a 37 °C para conseguir la máxima concentración, alcanzando una 
concentración de 2,0 ± 2,0 x 108 UFC/ml. 
Estos datos serán utilizados al momento de preparar los cultivos para formular el 
producto probiótico tricepa que será administrado a los pollos en los ensayos in vivo. 
 
3.3.3.2 Viabilidad durante el almacenamiento a temperaturas de congelación 
 
Los microorganismos requieren de métodos de preservación adecuados para asegurar 
su óptima viabilidad, almacenamiento, pureza y estabilidad. Idealmente, se busca un 
proceso de conservación que permita obtener concentrados bacterianos con altas 
proporciones de bacterias viables y sin cambio en su actividad (Crittenden, 2009; Dodoo 
et al., 2017). Los procesos más utilizados son la congelación, la liofilización y la 
deshidratación por calor (secado por spray u otros) (Fonseca et al., 2015).  
En la criopreservación, las células se someten a bajas temperaturas que promueven la 
formación de cristales de hielo en el medio de suspensión y dentro del interior de la 
célula. El desequilibrio osmótico resultante induce cambios físicos y químicos, como la 
pérdida de la integridad de la membrana, lo cual provoca daños estructurales y muerte 
celular (Lovelock, 1954; Fuller, 2004; Mazur, 2004; Woke, 2007). Para disminuir este 
tipo de daños, se utilizan sustancias crioprotectoras, como el glicerol y la leche, las 
cuales protegen a la célula bajando el punto de congelación del agua, promoviendo la 
formación de enlaces de hidrógeno y la vitrificación de solventes, y evitando la formación 
de cristales de hielo dentro de la misma (Fuller, 2004; Chian, 2010). 
Por lo tanto, se evaluó el almacenamiento de L. salivarius 1234C y L. agilis 1235C 
durante 3 semanas a -20 °C y se utilizó leche entera estéril como sustancia 
crioprotectora.  











Tabla 25. Viabilidad del pellet bacteriano de L. salivarius 1234C y L. agilis 1235C 




Tiempo cero 1° semana  2° semana   3° semana  
L. salivarius   
1234C 
a 4,3 ± 0,4 x 109 b 3,0 ± 0,6 x 109 a 5,1 ± 0,3 x 109 c 2,0 ± 0,8 x 109 
L. agilis  
 1235C 
a 7,6 ± 0,4 x 108 a 2,4 ± 0,7 x 108 a 5,5 ± 1,0 x 108 a 2,0 ± 0,1 x 108 
Los valores de concentración se expresaron como promedio de UFC/ml ± DE al final de cada semana en 
congelación. Evaluación estadística: ANOVA de un factor, test de Tukey para comparaciones múltiples (α= 
0,05). Letras distintas indican diferencias estadísticamente significativas (p < 0,05). 
De acuerdo a lo realizado por Carolina Valiente (2017) (datos no publicados), la 
viabilidad del pellet bacteriano de Enterococcus sp. 2 se mantuvo sin diferencias 
significativas durante las 3 semanas de almacenamiento a -20 °C, en concentración del 
orden de 108 UFC/ml.  
La concentración de L. agilis 1235C no mostró diferencias significativas durante el total 
del tiempo evaluado, mientras que la concentración de L. salivarius 1234C varió 
significativamente. Sin embargo, el recuento de los dos aislados se mantuvo en el 
mismo orden logarítmico respecto al inicio del ensayo, a lo largo de las 3 semanas de 
almacenamiento en congelación.  
A partir de estos resultados se seleccionó la criopreservación en leche a -20 °C como 
método de conservación para almacenar el producto probiótico hasta su utilización. 
 
3.3.3.3 Estabilidad de los aislados durante ciclos consecutivos de 
congelación/descongelación 
 
Al someter a los cultivos microbianos a procesos de congelación y descongelación se 
generan pérdidas en la viabilidad, incluso de varios ordenes logarítmicos. Por lo tanto, 
este tipo de estudios nos permiten tener una noción de la resistencia de la bacteria a 
este tipo de procesos, lo cual resulta una información muy importante a la hora de 
seleccionar cepas probióticas. Además, considerando que el producto probiótico se iba 
a transportar hasta el lugar donde se realizaría el ensayo in vivo, y que existía la 
probabilidad de descongelamiento en su transporte, se evaluó el efecto que tendría la 
congelación y descongelación de los mismos en la viabilidad, durante ciclos 
consecutivos. La fracción microbiana de cada aislado del producto probiótico tricepa se 
resuspendió en leche entera estéril y se almacenó a -20 °C. Cada 48 horas, durante 
cuatro ciclos sucesivos, se descongeló en su totalidad, se tomó una alícuota y se evaluó 
la viabilidad (Tabla 26). 
 
 




Tabla 26. Viabilidad del pellet bacteriano de L. salivarius 1234C, L. agilis 1235C y 





Concentración microbiana (UFC/ml) 
Tiempo cero 1° ciclo 2° ciclo 3° ciclo 4°ciclo 
L. salivarius 
1234C 
a 1,3 ± 0,9 x 107 a 1,4 ± 0,3 x 107 a 1,0 ± 4,2 x 107 a 2,2 ± 1,3 x 107 a1,3 ± 0,2 x 107 
L. agilis  
1235C 
b 6,3 ± 2,3 x 108 
b,c 5,8 ± 0,2 x 
108 
b 4,3 ± 1,4 x 108 b,c 6,1 ± 0,1 x 108 c 7,9 ± 1,8 x 108 
Enterococcus 
sp. 2 
e 2,4 ± 1,9 x 108 d 7,0 ± 0,7 x 108 e 8,7 ± 0,5 x 107 e 7,0 ± 1,4 x 107 ND 
Los valores de concentración se expresaron como promedio ± DE. Evaluación estadística: ANOVA de un 
factor, test de Tukey para comparaciones múltiples (α = 0,05). Letras distintas indican diferencias 
estadísticamente significativas (p < 0,05). ND: no determinado. 
 
La concentración de L. salivarius 1234C no evidenció diferencias estadísticamente 
significativas a lo largo de todo el ensayo, manteniendo su recuento siempre por encima 
del orden 107 UFC/ml. En el caso de L. agilis 1235C, se vieron diferencias significativas 
en los recuentos a lo largo del ensayo, pero los valores se mantuvieron en el mismo 
orden logarítmico. La concentración de Enterococcus sp. 2 bajó levemente su 
concentración sin descender un orden logarítmico completo. 
Este estudio nos permitió asegurar que el inóculo mantiene viable, con valores de 
microorganismos viables en el mismo orden, incluso si sufre hasta 2 ciclos de 
congelación/descongelación. 
Se debe mencionar que, aunque los resultados obtenidos fueron suficientes para 
realizar los ensayos in vivo utilizando los cultivos congelados a -20 °C y leche como 
crioprotector, éste no sería un método adecuado para la comercialización del producto 
ya que se debería pensar en el tipo de transporte que se necesitaría y las 
recomendaciones de almacenamiento hasta su uso, teniendo en cuenta que se debería 
asegurar la cadena de frío en todo momento. De esta manera, para el escalado de la 
producción de estos aislados, se realizarán estudios de resistencia a la liofilización en 
la planta de NITRAP SRL. 
La liofilización es una técnica utilizada desde hace varios años para la producción de 
probióticos deshidratados (de Valdez et al., 1985; Bolla et al., 2011; Jalali et al., 2012; 
Fonseca et al., 2015). Durante este proceso, las bacterias están expuestas al daño por 
temperaturas de congelación muy bajas y posterior deshidratación en vacío. Sin 
embargo, el uso de sustancias crioprotectoras permite conservar eficientemente la 
viabilidad bacteriana, generando daños mínimos a nivel estructural (Carvalho et al., 
2004). Esto convierte a la liofilización en una de las mejores opciones para la 
conservación de microorganismos. En este sentido, es interesante mencionar que, en 




un estudio en paralelo realizado durante este trabajo de investigación, se analizó la 
capacidad de L. plantarum 83114 conservado por liofilización de secuestrar Aflatoxina 
AFB1 in vitro. Se evaluaron diferentes condiciones de conservación de la cepa liofilizada 
y del secuestro de aflatoxina, con el microorganismo sólo y en combinación con zeolita. 
Los resultados demostraron que la viabilidad de la cepa disminuyó su concentración 
sólo en un orden logarítmico a los 20 días de almacenamiento en condiciones de 
temperatura y humedad no controladas. Además, su capacidad de secuestrar aflatoxina 
no se vio afectada por el proceso de liofilización (Moretti el al., 2018) (Ver publicación 
en el Anexo 1).  
 
De acuerdo a los resultados obtenidos en los ensayos de resistencia a las condiciones 
de refrigeración y congelación, puede concluirse que los aislados no mantuvieron su 
viabilidad a 4 °C durante los primeros 7 días. Sin embargo, a -20 °C y utilizando leche 
como crioprotector, L. salivarius 1234C, L. agilis 1235C y Enterococcus sp. 2 sobreviven 
durante 3 semanas, manteniendo su concentración dentro del mismo orden logarítmico 
respecto al inóculo inicial. Adicionalmente, ambos lactobacilos junto a Enterococcus sp. 
2, son estables a sucesivos ciclos de congelación / descongelación.  
 
A continuación, se evaluará in vivo el carácter inocuo del producto probiótico tricepa 
conformado por L. salivarius 1234C, L. agilis 1235C y Enterococcus sp.2. 
 
 
3.3.4 Administración del producto probiótico a pollos parrilleros 
 
En estos ensayos se les administró el producto probiótico a pollos parrilleros durante 
toda la crianza y se verificó mediante diferentes estudios si el mismo tenía carácter 
inocuo, es decir, si su consumo no generaba efectos adversos respecto al estado 
sanitario general del animal y si, además, promovía beneficios a nivel productivo, como 
la ganancia de peso. 
Se realizaron dos ensayos en galpones de cría de pollos parrilleros de la zona de Luján. 
El tamaño del galpón era de 10 m de ancho por 100 m de longitud y los animales 
involucrados en esta investigación fueron alojados en un sector delimitado dentro de 
este galpón. En el resto del mismo se alojó la producción de aproximadamente 10.000 
animales (10 pollos / m2). El sistema de alimentación y de suministro de agua en el 
galpón fue automatizado, mientras que, en el sector del ensayo, el suministro de 
alimento y agua se realizó en forma manual.  




Las pruebas se llevaron a cabo en diferentes épocas del año: el 1° ensayo se realizó en 
Marzo - Abril y, el 2° ensayo, en Mayo - Junio. En varias secciones posteriores se hará 
hincapié en esta diferencia debido a que la temperatura del ambiente en esos períodos 
fue distinta, más considerando que se trabajó en condiciones reales, en granjas de 
producción. En Marzo - Abril, la temperatura promedio es de 16 – 22 °C mientras que, 
en Mayo - Junio, desciende a 10 - 13 °C (datos extraídos del sitio web “Climate-
Data.org”). La temperatura ambiente es importante debido a que los pollitos de un día 
de vida no están preparados fisiológicamente para controlar su temperatura corporal por 
lo que el control de la temperatura ambiente post-nacimiento es crítico; entonces, su 
temperatura corporal dependerá básicamente de la temperatura del galpón (Shinder et 
al., 2007). La temperatura ambiente óptima durante la primera semana de vida oscila 
entre los 31 - 33 °C. Temperaturas superiores a este rango pueden inducir hipertermia 
y deshidratación, generando bajo consumo de alimento y retraso del crecimiento, ya que 
los animales dejarán de consumir alimento para disminuir la producción metabólica de 
calor (Faria Filho et al., 2005; Ferket & Gernat, 2006; Lara & Rostagno, 2013) y tratarán 
de bajar la temperatura corporal mediante el jadeo (Reece & Lott, 1982). En el otro 
extremo, bajas temperaturas pueden generar hipotermia e inducir hipertensión pulmonar 
con síndrome ascítico (acumulación patológica de líquido en la cavidad peritoneal) 
(Maxwell & Robertson, 1998), además de que los animales aumentarán el consumo de 
alimento para subir su temperatura corporal, sin generar ganancias de peso (May & Lott, 
2001). 
Los pollitos que sufren estrés térmico durante su primera semana de vida ven 
comprometido su bienestar, además de afectarse los índices de mortalidad y 
productivos, entre otros parámetros (Pantoja-Estrada, 2014). En el caso del primer 
ensayo, la calefacción fue controlada por medio de lámparas infrarrojas posicionadas 
en diferentes sectores del galpón en donde se encontraban los corrales con los animales 
del ensayo. En el segundo ensayo fue más difícil alcanzar la temperatura óptima para 
el crecimiento de los animales y hasta se detectaron diferencias de temperatura de 3 °C 
entre un tratamiento y otro en un mismo ensayo, el cual es un valor importante al 
referirse a pollitos de pocos días de vida. Esta es la razón principal por la que, en el caso 
de los dos ciclos de producción estudiados, se presentarán y se analizarán sus 
resultados como ensayos independientes. Otro tema a considerar es la variabilidad 
encontrada en los pollos, inherente a animales no provenientes de un bioterio, lo cual 
dificultó en algunas determinaciones poder analizar los datos de forma estadística y 
presentar valores promedio, junto a su desviación estándar. Sin embargo, es importante 
resaltar que el estudio fue realizado en condiciones reales, a campo. 




El probiótico se administró en el agua de bebida ya que, en pollos parrilleros, es una 
manera eficiente y rentable de administrar los microorganismos (Karimi Torshizi et al., 
2010; Blajman et al., 2014). Respecto a las dosis evaluadas, se ensayaron diferentes 
concentraciones). De acuerdo a la bibliografía, se han evaluado concentraciones 
variables de probióticos suministrados en el agua de bebida en producción aviar, con 
valores en el orden desde 1 x 104 UFC/ml hasta 1X109 UFC (Hrnčár et al., 2014; 
Gutiérrez et al., 2015; Pissula, 2018; Atela et al., 2019). En esta Tesis, se evaluaron dos 
concentraciones del producto probiótico tricepa: 107 UFC/ml y 105 UFC/ml. La elección 
de las concentraciones se basó en la bibliografía expuesta anteriormente y en las 
limitaciones de la metodología para obtener los cultivos en altas concentraciones en el 
laboratorio. 
De acuerdo al consumo semanal de agua (Cobb CaresTM, 2018), asumiendo que será 
el doble respecto al consumo de alimento, y con una temperatura ambiente promedio 
de 20 °C,  el consumo de probiótico se encontrará en el rango de 106 - 108 
UFC/pollo/semana en el caso del producto probiótico 107 UFC/ml, y de 104 - 106 
UFC/pollo/semana para el producto probiótico 105 UFC/ml, a lo largo de un ciclo de 
crianza completo (aproximadamente, 42 días). 
 
3.3.4.1 Administración del producto probiótico a pollos parrilleros: 1° ensayo 
 
El total de animales al inicio del ensayo fue de 90 pollitos BB, con un peso promedio de 
50,4 g, el cual es un valor aceptable de acuerdo al rango de pesos establecido para los 
pollitos de 0 a 24 horas de vida (Cobb CaresTM, 2018). Las aves se dividieron en 3 
tratamientos (grupos), de 30 animales cada uno y fueron ubicadas en corrales como se 
muestra en la Figura 30. Los grupos evaluados fueron los siguientes: 
Tratamiento 1: la concentración final del producto probiótico tricepa en el agua de bebida 
fue de 107 UFC/ml. Este grupo se identificó con el color violeta.  
Tratamiento 2: la concentración final del producto probiótico tricepa en el agua de bebida 
fue de 105 UFC/ml. Este grupo se identificó con el color azul. 
Grupo control: no se les administró producto probiótico, sólo leche estéril diluida en el 













        
Figura 30. Armado de corrales para la separación de los animales pertenecientes a 
cada uno de los grupos/tratamientos y disposición de los mismos en el inicio del ensayo. 
 
Con la llegada de los animales a la granja, se realizó una inspección clínica de los 
pollitos BB para determinar el estado general. Se observó cuidadosamente la actitud de 
las aves vivas, si el tamaño y desarrollo corporal estaban de acuerdo con la edad y la 
uniformidad en tamaño y peso. También se examinaron evidencias de signos 
respiratorios, incoordinación, tremor (temblor), parálisis, posición anormal de patas y 
alas, depresión y ceguera (Valladares de la Cruz, 2014). Al azar, se sacrificaron dos 
pollitos y se realizó la necropsia (identificación de lesiones macroscópicas en general). 
El examen incluyó la detección de la presencia de tumores, abscesos, cambios en la 
piel, condición del pico, lesiones inducidas por picaje y canibalismo, lesiones cutáneas 
y de las mucosas, evidencia de diarrea, empastamiento de las plumas alrededor de la 
cloaca; descargas nasales y respiratorias, blefaroconjuntivitis (conjuntivitis e inflamación 
del párpado), exudado conjuntival, estado de las plumas y de la cresta y barbillas, 
deshidratación y condición corporal general. La observación general no demostró 
presencia de alteraciones en los animales. 
 La temperatura ambiente promedio durante el experimento fue 20 ºC (Luján). No se 
hallaron grandes diferencias de temperatura en el ambiente respecto al galpón; sólo fue 
necesaria la calefacción con una pantalla al momento de la recepción de los pollitos BB.  
Se realizaron tres sacrificios a lo largo del ciclo de producción: a los 16, 30 y 43 días. 
 
3.3.4.1.1 Disposición de los animales respecto al galpón 
 
Debido al aumento de tamaño de los animales, se debió modificar el tamaño y 
disposición de los corrales en el transcurso de la producción, siendo una distribución 




entre el día 0 y el día 30 (Figura 31) y otra diferente, desde el día 31 hasta el final de la 
producción (Figura 32).  
 
 
Figura 31. Disposición de los grupos/tratamientos durante los primeros 30 días de vida 
de los animales, donde cada círculo corresponde a los corrales del tratamiento 105 
UFC/ml de producto probiótico tricepa (■), 107 UFC/ml de producto probiótico tricepa(■) 
y grupo control (■). Las líneas punteadas corresponden a la cortina plástica que separa 
los animales del ensayo del resto de los animales del galpón. Se muestra la posición de 
la lámpara.  
 
 
Figura 32. Disposición de los grupos/tratamientos desde el día 31 hasta finalizar el ciclo 
de producción, donde cada círculo corresponde a los corrales del tratamiento 105 
UFC/ml de producto probiótico tricepa (■), 107 UFC/ml de producto probiótico tricepa(■) 
y grupo control (■).Las líneas punteadas corresponden a la cortina plástica que separa 




3.3.4.1.2 Análisis de la translocación de microorganismos en hígado 
 
El consumo de probióticos puede ocasionar diversos efectos en el organismo de las 
aves, como la translocación a través del tejido epitelial, a partir de la cual los 
microorganismos son capaces de sobrevivir por varios días en el bazo y otros órganos, 
estimulando el proceso de fagocitosis y a las células inmunocompetentes del tejido 
linfático asociadas al intestino (Bellhorn & Macintire, 2004). La translocación ocurre 
cuando células viables presentes en la mucosa o el lumen intestinal penetran hasta los 
ganglios linfáticos mesentéricos (presentes en el tejido que rodea a los intestinos) y a 
otros órganos como el bazo y el hígado. El proceso de translocación está definido como 
el paso de bacterias endógenas viables (o sus productos) del tracto intestinal, a través 









órganos extraintestinales. Debido a que el hígado es uno de los órganos principales en 
donde se detecta la translocación, se evaluó la presencia de bacterias lácticas y 
enterobacterias en ese órgano, en todos los tratamientos a lo largo de la producción. 
Las concentraciones bacterianas fueron determinadas mediante la técnica de recuento 
en placa, utilizando los medios de cultivo MRS y Mac Conkey. 
Los resultados obtenidos se expresan en la Tabla 27. 
 
Tabla 27. Determinación de la concentración de bacterias lácticas y enterobacterias (en 
UFC/g de órgano) en muestras de hígados correspondientes a los días 16, 30 y 43 de 
sacrificio, para cada tratamiento. * 
 
Pollo Edad del 
pollo 
Tratamiento MRS (UFC/g ± 
DE) 
Agar Mac Conkey (UFC/g ± 
DE) 
1 16 días Control 4,5 ± 6,4 x 101 > 104 
2 16 días Control 1,6 ± 1,3 x 102 > 104 
3 16 días Control 1,0 ± 1,4 x 103 > 104 
4 16 días Control 2,0 ± 0 x 101 > 104 
5 16 días 105 UFC/ml < 102 > 104 
6 16 días 105 UFC/ml 7,9 ± 0,2 x 103 > 104 
7 16 días 105 UFC/ml < 102 > 104 
8 16 días 105 UFC/ml < 102 > 104 
9 16 días 107 UFC/ml 3,9 ± 1,2 x 103 > 104 
10 16 días 107 UFC/ml < 102 1,6 ± 0,1 x 105 
11 16 días 107 UFC/ml < 102 > 104 
12 16 días 107 UFC/ml 3,0 ± 1,4 x 103 > 104 
Pollo Edad del 
pollo 
Tratamiento MRS (UFC/g ± 
DE) 
Agar Mac Conkey (UFC/g ± 
DE) 
1 30 días Control 3,5 ± 0,5 x 104 < 102 
2 30 días Control < 102 < 102 
3 30 días Control < 102 < 102 
4 30 días Control < 102 < 102 
5 30 días 105 UFC/ml < 102 < 102 
6 30 días 105 UFC/ml < 102 < 102 
7 30 días 105 UFC/ml < 102 < 102 
8 30 días 105 UFC/ml 6,6 ± 0 x 102 < 102 
9 30 días 107 UFC/ml < 102 < 102 
10 30 días 107 UFC/ml < 102 < 102 
11 30 días 107 UFC/ml < 102 9,9 ± 0,4 x 103 
12 30 días 107 UFC/ml < 102 < 102 
     
     




     
     
Pollo Edad del 
pollo 
Tratamiento MRS (UFC/g ± 
DE) 
Agar Mac Conkey (UFC/g ± 
DE) 
1 43 días Control < 102 < 102 
2 43 días Control 3,3 ± 5,0 x 102 3,3 ± 5,0 x 102 
3 43 días Control < 102 < 102 
4 43 días Control < 102 3,3 ± 5,0 x 102 
5 43 días 105 UFC/ml 3,3 ± 5,0 x 102 < 102 
6 43 días 105 UFC/ml < 102 < 102 
7 43 días 105 UFC/ml < 102 < 102 
8 43 días 105 UFC/ml < 102 < 102 
9 43 días 107 UFC/ml 3,3 ± 5,0 x 102 < 102 
10 43 días 107 UFC/ml < 102 < 102 
11 43 días 107 UFC/ml < 102 < 102 
12 43 días 107 UFC/ml < 102 < 102 
*Los valores son presentados de forma individual, sin calcular valores promedios ni desviaciones 
estándar por cada tratamiento 
 
Los hígados de los pollos sacrificados a los 16 días de vida evidenciaron presencia de 
enterobacterias, en concentración mayor a 1 x 104 UFC/g, inclusive los animales del 
grupo control. Una hipótesis que explicaría estos resultados sería la contaminación de 
las muestras con material intestinal/bilis ya que el hígado se tomó entero durante las 
necropsias y esto podría haber generado la contaminación mencionada. Alertados por 
el problema, se cambió la metodología, realizando la extracción de sólo una porción del 
órgano, y en los siguientes sacrificios (día 30 y día 43), la concentración estuvo por 
debajo de 102 UFC/g, en la mayoría de los casos. Por lo tanto, los recuentos obtenidos 
en las muestras del primer sacrificio podrían atribuirse a una dificultad técnica al 
momento de la extracción y no al proceso de translocación en sí. Respecto a la 
presencia de bacterias lácticas, la concentración estuvo en general por debajo de 102 
UFC/g, tanto en los tratamientos como en el control. Aunque en algunos animales de 
cada grupo se encontró un bajo recuento de microorganismos que podrían indicar una 
posible traslocación de bacterias, los animales no desarrollaron ninguna patología, 
infección o daño en los tejidos, síntomas propios de la translocación. Tampoco se 
observó deterioro del estado general de salud de los animales. 
En ciertos casos, los probióticos pueden impedir el proceso de translocación. De 
acuerdo a Blajman (2017), la presencia de la cepa probiótica L. salivarius DSPV 001P 
no provocó la translocación de la misma, ni de coliformes o enterobacterias a hígado.  




Sin embargo, se ha observado que la presencia de bacterias en el hígado, a baja 
concentración, es normal en los animales, coincidiendo con los resultados encontrados 
en esta Tesis. De acuerdo a Latorre et al. (2015), la presencia del probiótico Bacillus sp. 
en la alimentación de un grupo de pollos redujo la translocación de enterobacterias a 
hígado, en un orden logarítmico, pero encontrando en el grupo control un recuento de 
10 UFC/g. En el mismo sentido, Correa Franco (2018) evidenció un bajo número de 
bacterias en hígado de pollos (< 10 UFC/g) a los que se les administró bacterias lácticas 
aisladas de gránulo de kefir, y las mismas no tuvieron incidencia en el desarrollo de 
alguna enfermedad o en el estado general de salud de los animales tratados ni del grupo 
control. La translocación es un proceso complejo que depende de varios factores. Tellez 
et al. (2015) reportaron el efecto del tipo de alimentación en la translocación a hígado 
de enterobacterias en pavos, demostrando que las aves que comían maíz y centeno 
presentaron enterobacterias en el hígado de 10 y 102 UFC/g, respectivamente. Dicha 
investigación contribuye al argumento planteado de que es probable que en las aves se 
evidencien bacterias en el hígado en condiciones normales de crecimiento. 
De acuerdo a los resultados obtenidos, se podría decir que la administración del 
probiótico tricepa a pollos durante toda la crianza, en ambas dosis evaluadas, no 
favoreció la translocación de los microorganismos al hígado ya que se observaron 




3.3.4.1.3 Análisis histopatológico del duodeno 
 
Se evaluaron diferentes parámetros relacionados con la salud intestinal: pérdida de 
integridad y score de inflamación de la mucosa intestinal y relación vellosidad/cripta. 
La metodología utilizada para determinar la pérdida de integridad y la inflamación 
comprendió una evaluación histológica cualitativa y cuantitativa, con el objetivo de 
considerar la extensión de la superficie de absorción y la calidad de la mucosa (De 
Franceschi, 2011), asignando a cada uno un score para cuantificar las observaciones 
(Gibson, 2013). Ciertas investigaciones consideran que el aumento de la altura de las 
vellosidades intestinales es beneficioso para los pollos de engorde ya que vellosidades 
más altas indican epitelios más maduros y una función de absorción mejorada debido al 
aumento del área de absorción de las vellosidades (Caspary, 1992; Noy & Sklan, 1995; 
Zachos, 2016). También se genera un aumento en la actividad de las enzimas 
secretadas por los extremos de las vellosidades (Hampson, 1986), lo que resulta en una 
mejor digestibilidad (Caspary, 1992; Steiner, 2006; Gao et al., 2008;). En contraste, una 




mayor profundidad de las criptas no es deseable ya que se considera indicador del 
recambio celular aumentado (Miles, 2006), lo que genera gastos de energía destinados 
al incremento del número de las células epiteliales en las criptas, relegando el 
crecimiento del animal (Kim et al., 2012; Murugesan et al., 2015). Se ha asociado una 
mayor altura de las vellosidades intestinales con el aumento de la productividad de 
pollos suplementados con diferentes microorganismos probióticos, tanto del grupo de 
bacterias lácticas (Eckert et al., 2010; Biloni et al., 2013; Cao et al., 2013; Rodriguez-
González & Moreno-Figueredo, 2015) como de diferentes especies del género Bacillus 
sp. (Jayaraman et al., 2013; Afsharmanesh & Sadaghi, 2014) y algunas levaduras 
(Suresh et al., 2020). 
De acuerdo a lo expresado en la Tabla 20, de la Sección 3.2.5.4.2 (Materiales y 
Métodos), se clasificó la pérdida de integridad y el score de inflamación de acuerdo a 
los puntajes asignados al estado de la mucosa. Estos parámetros fueron evaluados a 
los días 16, 30 y 43 en duodenos de los animales del grupo control y los dos 
tratamientos. Los resultados se muestran en la Figura 33 y 34. 
 



















Figura 33. Pérdida de integridad de duodenos de animales de 16, 30 y 43 días de 
crianza en el grupo control (■), grupo tratamiento con producto probiótico tricepa 105 
UFC/ml (■) y grupo tratamiento con producto probiótico tricepa 107 UFC/ml (■). 
Evaluación estadística: ANOVA de dos factores, test de Bonferroni para comparaciones 
múltiples, α= 0,05.  La línea sólida horizontal indica que no existe diferencia 
estadísticamente significativa entre los tratamientos. 
 
La administración del producto probiótico en la alimentación de los pollos durante 43 
días no afectó la integridad de la mucosa intestinal (Figura 33) ya que no se hallaron 
diferencias estadísticamente significativas entre los diversos grupos a lo largo de todo 
el ciclo de producción. Por lo tanto, esto es un resultado positivo ya que los 
microorganismos que conforman el producto probiótico no generaron un efecto adverso 
en las aves a nivel de la estructura intestinal. Una reducción de la conversión alimenticia, 




del rendimiento y de la eficiencia en el procesado son algunas de las consecuencias de 
una mala integridad intestinal (Domínguez, 2015). 
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Figura 34. Score de inflamación de duodenos de animales de 16, 30 y 43 días de crianza 
en el grupo control (■), grupo tratamiento con producto probiótico tricepa 105 UFC/ml (■) 
y grupo tratamiento con producto probiótico tricepa 107 UFC/ml (■). Evaluación 
estadística: ANOVA de dos factores test de Bonferroni para comparaciones múltiples, α 
= 0,05. Letras distintas indican diferencias estadísticamente significativas entre los 
tratamientos (p  0,05). La línea sólida horizontal indica que no existe diferencia 
estadísticamente significativa entre los tratamientos. 
 
La Figura 34 muestra que no hubo diferencias estadísticamente significativas en el 
score de inflamación entre ambos tratamientos y el control al día 16 de vida de los 
animales. Sin embargo, a los días 30 y 43, se hallaron diferencias significativas entre 
los tratamientos, donde el grupo al que se le administró probiótico tricepa 107 UFC/ml 
presentó menores valores respecto al grupo al que se le administró probiótico tricepa 
105 UFC/ml. A los días 30 y 43, no hubo diferencias entre cada tratamiento y el control. 
Las Figuras 33 y 34 corresponden a cortes histológicos y tinciones realizadas a partir 




















Figura 35. Corte transversal de duodeno teñido con hematoxilina y eosina, 
perteneciente a un pollo de 43 días de vida del grupo control. Integridad score 2 e 
inflamación score 3. La imagen del corte está ampliada 50X (A) y 100X (B). 
 
                                             
 
Figura 36. Corte transversal de duodeno teñido con hematoxilina y eosina, 
perteneciente a un pollo de 43 días de vida del grupo con producto probiótico tricepa 
105 UFC/ml. Integridad score 2 e inflamación score 3. La imagen del corte está ampliada 
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Figura 37. Corte transversal de duodeno teñido con hematoxilina y eosina, 
perteneciente a un pollo de 43 días de vida del grupo con producto probiótico tricepa 
107 UFC/ml. La imagen está 50X. 
 
Respecto al score de inflamación y pérdida de integridad, no se encontraron diferencias 
a lo largo del ensayo entre el grupo control y los tratados con el producto probiótico (en 
ninguna de las dos concentraciones), lo cual podría considerarse como un efecto 
positivo ya que los microorganismos que conforman el producto probiótico no generaron 
un efecto adverso en las aves. Las aves, cuya integridad intestinal está intacta, 
convierten mejor los nutrientes en energía, posibilitando un mayor mantenimiento de sus 
funciones y un crecimiento más eficiente.  
Adicionalmente, se evaluó la relación vellosidad-cripta a lo largo del ciclo de producción 
en cada uno de los tratamientos (Figura 38), donde se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas al día 16 entre el grupo control y el grupo al que se le 
administró 107 UFC/ml del producto probiótico tricepa, el cual presentó la mayor relación 
vellosidad-cripta; mientras que la comparación entre el control y el tratamiento con el 
probiótico en concentración 105 UFC/ml a ese tiempo de crianza no arrojó diferencias 
estadísticamente significativas. Además, no se hallaron diferencias significativas en los 
otros días evaluados para ninguno de los tratamientos. 
 
 






























Figura 38. Relación vellosidad-cripta en duodenos de pollos de 16, 30 y 43 días de 
crianza en el grupo control (■), grupo con producto probiótico tricepa 105 UFC/ml (■) y 
grupo tratamiento con producto probiótico tricepa 107 UFC/ml (■). Evaluación 
estadística: ANOVA de dos factores, test de Bonferroni para comparaciones múltiples, 
α= 0,05. Letras distintas indican diferencias estadísticamente significativas entre los 
tratamientos (p  0,05). La línea sólida horizontal indica que no existe diferencia 
estadísticamente significativa entre los tratamientos. 
 
Como se expresó anteriormente, el desarrollo de la morfología intestinal puede reflejar 
el estado de salud general del tracto gastrointestinal de los pollos. El consumo de 
probióticos puede generar, entre otras cosas, un aumento en la relación vellosidad-cripta 
con respecto a pollos que no consumen probiótico (Awad, 2006). Por ejemplo, Awad et 
al. (2008), observaron un aumento en la altura de las vellosidades del íleon respecto a 
la profundidad de las criptas en aves alimentadas con una dieta suplementada 
simbiótica (Biomin® PoultryStar); también observaron una mejora respecto al consumo 
de alimento y la absorción de nutrientes. Shokryazdan et al. (2017) evaluó el efecto del 
consumo de una mezcla probiótica compuesta por tres L. salivarius (1 x 10 9 UFC/ml), 
de origen aviar, durante un ciclo de crianza y halló que la relación vellosidad-cripta fue 
significativamente mayor en el grupo alimentado con la mayor concentración del 
probiótico (1 g / kg de alimento) respecto al grupo control al día 21, mientras que al día 
42, los dos grupos tratados con probiótico mostraron un valor significativamente mayor 
respecto al grupo control. 
Samanya & Yamauchi (2002) encontraron que la adición del probiótico Bacillus subtilis 
var. Natto en la dieta de las aves generó un aumento en la longitud de las vellosidades 
y una ligera mejora en la eficiencia alimentaria. Los mismos efectos se observaron 
cuando se adicionó Enteroccocus faecium en el alimento de pollos broiler (Samli et al., 
2007). De la misma manera, Correa Franco (2018) halló que el grupo de pollos al que 
le fue suministrado en el agua de bebida cepas probióticas aisladas de gránulo de kefir 
(junto a la microbiota total del gránulo) presentó un aumento en la relación vellosidad-
cripta los días 21 y 28 de producción. 




En este trabajo, el grupo tratado con el producto probiótico tricepa en concentración 107 
UFC/ml fue el que obtuvo el mejor resultado en cuanto a la relación vellosidad-cripta al 
día 16 y presentó una diferencia estadísticamente significativa con el grupo control, 
aunque esta diferencia se pierde en los siguientes días evaluados. Este resultado resulta 
sumamente importante debido a que, en los pollos de engorde, la maduración del 
intestino delgado ocurre durante los primeros 10 días de vida. El área y el tamaño de 
las vellosidades aumentan rápidamente entre los dos primeros días de edad, y luego su 
tasa de crecimiento disminuye gradualmente, alcanzando una meseta entre 5 y 10 días 
después de la eclosión (Uni et al., 1996). Los cambios que ocurren en el intestino 
preparan a los pollitos para usar los nutrientes suministrados por la alimentación 
exógena, una vez consumido el vitelo (Uni et al., 1998).  
Por lo tanto, este resultado indica que, tal como se dijo al inicio de esta sección, los 
pollos que consumieron el probiótico tricepa en concentración 107 tuvieron mayor 
superficie de absorción intestinal al menos hasta el día 16, favoreciendo la 
metabolización de los nutrientes lo que podría generar una mayor ganancia de peso. 
 
3.3.4.1.4 Determinación de microorganismos en el contenido intestinal 
 
Con el objetivo de detectar diferencias en la microbiota intestinal de los pollos, se 
determinó la concentración de bacterias lácticas, enterobacterias y Clostridium sp. en 
muestras de materia fecal, extraídas en condiciones de esterilidad de ciegos. Se 
utilizaron diferentes medios de cultivo para cada grupo bacteriano: MRS, Mac Conkey y 
TSC (Triptosa Sulfito Cicloserina). Los recuentos se realizaron a partir de materia fecal 
















Tabla 28. Concentración de bacterias lácticas, enterobacterias y Clostridium sp. 
(colonias presuntas positivas), obtenidas a partir de materia fecal extraída de ciegos de 









1 Control 5,0 ± 1,3 x 108  9,0 ± 4,2 x 107  3,1 ± 0,1 x 108  
2 Control 2,3 ± 0,4 x 107  3,3 ± 0,5 x 106  3,1 ± 0,9 x 108  
3 Control 1,1 ± 0,1 x 108  6,4 ± 0,1 x 106  3,0 ± 2,3 x 107  
4 Control 4,0 ± 0,3 x 108  3,3 ± 4,6 x 106  1,7 ± 0,1 x 108  
5 105 UFC/ml 1,3 ± 0,1 x 108  2,0 ± 0,9 x 105  2,2 ± 0,4 x 108  
6 105 UFC/ml 4,9 ± 1,3 x 108  1,7 ± 0,1 x 108  3,4 ± 0,5 x 108  
7 105 UFC/ml 2,7 ± 1,8 x 109  5,7 ± 0,1 x 108  > 109 
8 105 UFC/ml 4,9 ± 2,1 x 108  1,6 ± 0,4 x 107  3,2 ± 0,4 x 108  
9 107 UFC/ml 7,2 ± 0,5 x 108  2,3 ± 0,5 x 106  4,9 ± 1,2 x 108  
11 107 UFC/ml 1,1 ± 0,2 x 108  5,7 ± 0,1 x 106  3,5 ± 0,3 x 108  
12 107 UFC/ml 3,0 ± 1,4 x 108  6,7 ± 0,5 x 106  5,7 ± 0,4 x 106  
*Los valores son presentados de forma individual 
** La muestra de materia fecal correspondiente al pollo 10 no pudo ser analizada debido a 
problemas de esterilidad al momento de la extracción de los ciegos. 
 
En general, la concentración de bacterias lácticas estuvo en el orden de 108 en todos 
los grupos. Respecto a las enterobacterias, la mayor concentración se observó en los 
pollos tratados con el producto probiótico en concentración 105 UFC/ml (en el rango de 
105 a 108 UFC/ml); mientras que los valores observados en los pollos con el tratamiento 
en concentración 107 UFC/ml y el control fueron similares (en el orden de 106 UFC/ml). 
La concentración de las colonias presuntas positivas de Clostridium sp. fue del orden de 
108 UFC/ml para todos los grupos. Es importarte mencionar que estos estudios se 
utilizan a menudo en el área de microbiología pero resultan exploratorios ya que se 
dificulta llegar a un resultado preciso debido a la variación de cada individuo. Se ha 
comenzado a trabajar con métodos moleculares en el laboratorio, realizando la puesta 
a punto de la técnica PCR en tiempo real para determinar la concentración de 
Lactobacillus sp., Lactobacillus plantarum, Salmonella spp., Escherichia coli, Clostridium 
difficile, Enterococcus sp. en la materia fecal de los animales tratados con el producto 
probiótico tricepa (Anexo 2). Pedroso et al. (2013), utilizaron la técnica RFLP (del inglés 
Restriction Fragment Length Polymorphism) para estudiar la microbiota de pollos 
alimentados con diferentes compuestos probióticos comerciales. Los resultados 
arrojaron que el recuento de coliformes en el contenido cecal se mantuvo en el rango 
106 - 107 UFC/g para todos los probióticos evaluados en la dieta. Estos valores 
concuerdan con los obtenidos en esta Tesis en la determinación de enterobacterias en 
el tratamiento 107 UFC/ml y el control. Kim et al. (2011) evaluó el efecto en la microbiota 




cecal del suministro de probióticos en la crianza de pollos broiler y al día 35 los recuentos 
de Clostridium sp. y coliformes en los grupos tratados con probióticos fueron menores 
respecto al grupo control (p <0,05). Este resultado difiere con el obtenido en esta Tesis, 
donde la concentración de Clostridium sp. estuvo en el mismo orden tanto para el grupo 
control como para los tratamientos.  
Por consiguiente, utilizando la metodología clásica de recuento en placa fue difícil 
obtener un resultado concluyente sobre las concentraciones bacterianas principalmente 
por la variación encontrada entre individuos dentro de un mismo grupo. Por esta razón 
es que se comenzó a trabajar con la técnica de PCR en tiempo real, una técnica que 
nos permitirá determinar de manera más precisa los diferentes géneros y cantidades de 
los mismos (Anexo 2). 
 
 
3.3.4.1.5 Pesaje de animales  
 
Uno de los parámetros productivos que se determinan a la hora de evaluar el efecto de 
la administración de microorganismos probióticos en la producción es el peso adquirido 
por los animales al finalizar el ciclo de crianza. A modo ilustrativo, se presentan fotos de 
los animales a lo largo del ciclo de producción (Figuras 39, 40 y 41). 
                     
Figura 39. Pollos recién llegados (A) y con 8 días de vida (B). 
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      Figura 40. Pollos 16 días de vida (A) y 30 días (B). 
 
             
 Figura 41. Pollos 43 días de vida en grupo tratamiento 105 UFC/ml (A) y en el 
 galpón (B). 
 
Los resultados se expresan como el peso promedio a partir del pesaje de un grupo de 
pollos por día (Figura 42). En este caso, se tuvo en cuenta el pesaje de los animales 
del resto del galpón para utilizarlos como grupo de referencia. Los datos para 

































Figura 42. Peso promedio (a partir del pesaje de un grupo de pollos) en función de los 
días de vida, pertenecientes al grupo control (■), grupo con producto probiótico tricepa 
105 UFC/ml (■) y grupo con producto probiótico tricepa 107 UFC/ml (■). Adicionalmente, 
se graficaron los valores pertenecientes a los animales del galpón (■). Evaluación 
estadística: ANOVA de dos factores, test de Bonferroni para comparaciones múltiples, 
α= 0,05. Letras distintas indican diferencias estadísticamente significativas entre los 
tratamientos (p  0,05). La línea sólida horizontal indica que no existe diferencia 
estadísticamente significativa entre los tratamientos. 
 
 
Tabla 29. Peso promedio por pollo a lo largo de un ciclo completo de crianza. *   
 












0 0,0505 0,0498 0,0500  0,0503 
8 0,1820 ± 0,0064 0,2170 ± 0,0007 0,1885 ± 0,0169  0,2055 ± 0,0057 
16 0,5130 ± 0,0078 0,5230 ± 0,0099 0,5090 ± 0,0262  0,4842 ± 0,0244 
23 0,8733 ± 0,0272 1,0265 ± 0,0615 0,9685 ± 0,0615  0,9570 ± 0,0438 
30 1,398 ± 0,0548 1,4907 ± 0,0631 1,5117± 0,0771  1,4703 ± 0,1243 
37 2,038 ± 0,2065 2,1730 ± 0,2274 2,2150 ± 0,2627  2,0656 ± 0,0913 
43 a 2,202 ± 0,2002  ª, b 2,3341± 0,2518  b 2,7189 ± 0,5707   ª, b 2,4497± 0,2710  
*Evaluación estadística: ANOVA de dos factores, test de Bonferroni para comparaciones múltiples, α= 0,05. 
Letras distintas indican diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos (p  0,05). 
 
Hasta el día 37 de crianza no hubo diferencias estadísticamente significativas en el peso 
promedio de los animales, indistintamente del grupo/tratamiento evaluado. Sin embargo, 
a los 43 días de vida, el mayor valor se obtuvo en el grupo con probiótico tricepa 107 
UFC/ml, el cual se diferenció significativamente del grupo control. 
El peso promedio obtenido del grupo control no demostró diferencias significativas 
respecto a los animales del galpón y los del tratamiento 105 UFC/ml. Tampoco se 
hallaron diferencias entre los pesos promedios de los tratamientos. 




De acuerdo a lo establecido por Cobb Cares TM (2018), los pesos esperados de acuerdo 
a la edad del animal durante la crianza son: 
 
EDAD (DÍAS) PESO HEMBRA (KG) PESO MACHO (KG) PROMEDIO (KG) 
0 0,042 0,042 0,042 
7 0,191 0,194 0,192 
14 0,521 0,534 0,527 
21 0,995 1,042 1,018 
28 1,554 1,675 1,614 
35 2,153 2,392 2,272 
42 2,757 3,147 2,952 
  
Al comparar los valores de referencia promedio con los obtenidos en esta Tesis, se 
observó que la tendencia de peso fue similar a la obtenida durante el ciclo de crianza 
con el tratamiento 107 UFC/ml. Respecto al resto de los grupos, los valores alcanzados 
estuvieron generalmente por debajo de los de referencia. 
En coincidencia con este trabajo, ciertos autores informaron que los índices de 
rendimiento de los pollos de engorde mejoraron mediante la adición de diferentes 
concentraciones de una leche fermentada probiótica como es el kefir (Cenesiz et al., 
2008; Cho et al., 2013; Toghyani et al., 2015). Jin et al. (2000) estudiaron el efecto de la 
combinación de Lactobacillus acidophilus l26 y una mezcla de 12 lactobacilos sobre el 
crecimiento de pollos parrilleros, comprobando que la ganancia de peso fue superior en 
los pollos tratados con probióticos respecto del grupo sin tratar. De acuerdo al estudio 
de Shokryazdan et al. (2017), la administración de un probiótico compuesto por tres L. 
salivarius (109 UFC/ml) durante un ciclo completo de crianza resultó en un aumento 
significativo de peso respecto al grupo control, coincidiendo con los resultados 
observados en esta Tesis para los pollos que consumieron el producto probiótico tricepa 
en concentración 107 UFC/ml. 
Sin embargo, otros autores no han encontrado diferencias en los pesos. De acuerdo a 
Correa Franco (2018), no se encontró diferencia en la ganancia de peso de los animales 
que fueron alimentados con una mezcla probiótica compleja (conformada por bacterias 
aisladas de gránulo de kefir y la microbiota completa del gránulo) con respecto al control. 
De igual forma, en otras investigaciones no se hallaron diferencias en las variables 
productivas en pollos parrilleros que consumieron probióticos (Rocha et al., 2010; 
Olnood et al., 2015; Salehimanesh et al., 2016). Sin embargo, hay que tener en cuenta 
que los parámetros productivos, tales como el peso y la ganancia diaria de peso, 
dependen de muchas variables, entre las que se pueden mencionar: la concentración 
del probiótico, la vía de administración, la composición del alimento, el ambiente en el 
que se encuentran los animales, el sexo, entre otras. Esto dificulta realizar 
comparaciones. 




De acuerdo a lo observado previamente en el análisis histopatológico del duodeno 
(Sección 3.3.4.1.3), la relación vellosidad/cripta fue significativamente mayor al día 16 
de crianza en el grupo tratamiento 107 UFC/ml, respecto al otro tratamiento y al grupo 
control. A mayor valor de este parámetro, mayor es la superficie destinada a la absorción 
de nutrientes lo cual podría influir en el aumento de peso. Esto se podría relacionar con 
que, al finalizar el ciclo de crianza (día 43), el peso del tratamiento 107 UFC/ml fue 
significativamente mayor (2,7189 ± 0,5707 kg) respecto al peso del grupo control (2,202 
± 0,2002 kg) (Tabla 29). No se observaron diferencias para el caso del tratamiento 107 
UFC/ml con los pollos del galpón y los del tratamiento 105 UFC/ml.  
De acuerdo a diferentes estudios reportados en relación al uso de probióticos en 
producción aviar, el efecto sobre los parámetros productivos (como la ganancia de peso) 
no es el único resultado que se busca obtener. La dieta debe tener como funciones 
principales, no solo proporcionar suficientes nutrientes para cumplir con los requisitos 
metabólicos del cuerpo, sino también modular diversas funciones del cuerpo (Alkhalf & 
Alhaj, 2010; Blajman et al., 2014). A continuación, se analizó si los probióticos tenían 
efecto sobre otros parámetros fisiológicos de los animales. 
 
 
3.3.4.1.6 Determinación de parámetros bioquímicos en suero 
 
En general, el examen de sangre se realiza para determinar la salud general de los 
individuos (Simaraks et al., 2004). A partir del suero se determinaron las proteínas 
totales, albúmina, urea y creatinina. También se determinaron los niveles de diversas 






















Tabla 30. Parámetros bioquímicos obtenidos a partir de sangre de pollos de diferentes 
días de vida, a lo largo del ciclo de crianza. 
 
Parámetros 
 16 días   30 días   43 días  
Control 105 107 Control 105 107 Control 105 107 
Urea (mg/dl) 11 ± 2 11 ± 2 9 ± 2 8 ± 0  10 ± 1 10 ± 0,2 6 ± 1 7 ± 2  7 ± 2 
Colesterol 
(mg/dl) 93 ± 23 174 ± 3 1 175 ± 2 115 ± 7 
100 ± 




















totales (g/dl) 3,3 ± 0,3 3,1 ± 0,1 3,3 ± 0,1 3,5 ± 0,3 
2,8 ± 




(mg/dl) 39,5 ± 18,5 35 ± 4 
45,5 ± 
8,5 26 ± 10 49 ± 24 
45,5 ± 
17,5 50 ± 1 48 ± 21 
50 ± 
12 
GOT (U/l) -* -*  255 ± 15 262 ± 29 
291 ± 
30 263 ± 0 320 ± 0,3 279 ± 43 
310 ± 
20 
GPT (U/l) 7 -* -* 3 -* -* 0 0 -*- 
GGT (U/l) 20 ± 1 19 ± 3 -* 20 ± 3 21 ± 0 -* 33 ± 10 26 ± 5 25 ± 5 
TGO (U/l) 140 ± 54 70 ± 37 239 ± 70  37 ± 70 128 ± 41 -* 70 ± 37 498 ± 289 
TGP (U/l) -* -* -* -* -* -* -* 1 -* 
Albúmina 
(g/dl) -* 1,3 ± 0,5 1,4 ± 0,3 1,4 ± 0,6 
1,2 ± 
0,2 1,0 ± 0,5 1,5 ± 0,2 1,5 ± 0,3 
1, 5 ± 
0,2 
Referencias: GOT (AST: aspartato aminotransferasa), GPT (ALT: alanino aminotransferasa), GGT (gamma 
glutamiltranspeptidasa), TGO y TGP son enzimas hepáticas; FAL (fosfatasa alcalina). U/l: Unidades 
Internacionales por litro. Valores bibliográficos de referencia: colesterol (mg/dl) = 143±18; proteínas totales 
(g/dl) = 3,86±0,45; triglicéridos= 53±27; albúmina (g/dl) = 1,59±0,33. 
-*: no fue posible detectar los valores debido al límite de detección del equipo.  
 
De acuerdo a los datos obtenidos, no se encontraron diferencias en el nivel de proteínas 
totales entre el grupo control y los tratamientos con probióticos en los días evaluados. 
Este parámetro se utiliza para evaluar el estado nutricional; su valor puede elevarse en 
el caso de una enfermedad hepática crónica, o puede estar disminuida en casos de 
gastroenteropatías (por pérdida) y malnutrición (Hasan et al., 2015). Tampoco se 
observaron cambios o disminución en los niveles de creatinina y urea en respuesta al 
producto probiótico tricepa; estas dos pruebas son las más utilizadas para diagnosticar 
y controlar la enfermedad renal en patología clínica humana y animal ya que su 
presencia en alta concentración es un indicio de daños renales (Del Bianchi et al., 2005; 
Hashem & Mohamed, 2009). Estas moléculas se eliminan casi por completo mediante 
filtración glomerular de modo que, en el caso de la insuficiencia renal, su concentración 
plasmática aumenta (Braun & Lefebvre, 2008; Fernández et al., 1994; Lopez-Giacoman 
& Madero, 2015). La creatinina es un metabolito endógeno que proviene del 
metabolismo muscular y su eliminación o excreción es muy constante. La urea es el 
principal producto nitrogenado del catabolismo de las proteínas y es menos específica 
que la creatinina.  El hígado tiene un papel esencial en el metabolismo de los nutrientes; 
en desintoxicación y excreción de metabolitos hidrófobos y xenobióticos; en la síntesis 
de la mayoría de las proteínas plasmáticas; y en la digestión a través de la síntesis, la 




secreción biliar y la conservación de los ácidos biliares que son esenciales tanto para la 
digestión como para la absorción intestinal de grasas y otros lípidos, incluidas las 
vitaminas liposolubles (Tennant & Center, 2008). La presencia de enfermedad hepática 
a menudo se reconoce en base a actividades séricas elevadas de enzimas de origen 
hepático, p. ej., AST, ALT y GGT (Tennant & Center, 2008). Los valores aumentados de 
AST, ALT, globulina y albúmina dan una idea del daño hepático (Gowda et al., 2009). 
Además, la enfermedad hepatocelular causa una disminución en la proteína sérica 
porque el hígado es el sitio exclusivo de la síntesis de albúmina, la proteína plasmática 
más abundante (Tennant & Center, 2008). En este estudio, no fue posible determinar 
las actividades de las enzimas mencionadas en todos los días de sacrificio debido al 
límite de detección que posee el espectrofotómetro que se utilizó para las 
determinaciones. 
El análisis de los parámetros sanguíneos resultó muy complejo debido a la grandes 
desviaciones encontradas en algunas determinaciones. Sumado a esto, es muy difícil 
encontrar valores de referencia confiables para las pollos debido a las múltiples 
variables. Sin embargo, comparando el control con ambos tratamientos, podemos 
observar que los pollos no presentaron ningún tipo de patología o efecto sistémico que 
pudiera evidenciarse en el suero. Lo resultados demostraron que la administración del 
producto probiótico fue inocua para las aves en las dos concentraciones evaluadas. 
 
 
3.3.4.1.7 Pesaje de bolsa de Fabricio y bazo  
 
Las bacterias probióticas, especialmente las bacterias lácticas, y los metabolitos 
producidos en la fermentación, originan cambios en la población microbiana intestinal y, 
a su vez, estimulan el sistema inmune (Higgins et al., 2007b), lo cual puede verse 
reflejado en el aumento de peso de órganos relacionados con este sistema. Desde hace 
varios años se ha documentado la relación directa que hay entre el crecimiento del bazo 
y de la bolsa de Fabricio en pollos broiler, hasta las 3-4 semanas de edad, momento en 
que el tamaño de la bolsa de Fabricio es claramente mayor que el del bazo (Morales & 
Boclair, 1993). A partir de ese momento, mientras que el bazo sigue creciendo, la bolsa 
de Fabricio, en condiciones normales de campo, parece involucionar. Al finalizar el ciclo 
normal (7 semanas de edad), su tamaño es claramente menor que el del bazo. Es decir, 
la bolsa de Fabricio adquiere su mayor tamaño en las aves jóvenes y luego se atrofia 
hasta desaparecer o quedar reducida a vestigios, disminuyendo la relación bolsa de 
Fabricio/bazo.  




Para analizar qué efecto tienen los tratamientos con ambas concentraciones de 
probiótico, se evaluó el peso de estos dos órganos ya que, al ser órganos linfoides, un 
aumento en sus tamaños podría ser indicio de una infección o patología (García-
Hernández et al., 2016). La relación entre los pesos a lo largo del ciclo productivo se 
presenta en la Figura 43. 




























Figura 43. Relación [Bolsa de Fabricio/Bazo] de los pollos en función de los días de 
vida, de acuerdo al grupo control (■), grupo con producto probiótico tricepa 105 UFC/ml 
(■) y grupo tratamiento con producto probiótico tricepa 107 UFC/ml (■). Evaluación 
estadística: ANOVA de dos factores, test de Tukey para comparaciones múltiples, α= 
0,05. Letras distintas indican diferencias estadísticamente significativas entre los 
tratamientos (p  0,05). La línea sólida horizontal indica que no existe diferencia 
estadísticamente significativa entre los tratamientos. 
 
No se encontraron diferencias significativas en la relación [Bolsa de Fabricio/Bazo] entre 
el grupo control y los tratamientos con el producto probiótico tricepa a lo largo de todo 
el ciclo de crianza. Estos resultados son de gran valor debido a que estos órganos están 
directamente relacionados con el sistema inmune (Oláh et al., 2013), lo cual indicaría 
que los probióticos no generan un estímulo inmunológico que afecte la relación del peso 
de dichos órganos. Esto concuerda con lo encontrado por Salarmoini & Fooladi (2011), 
donde la administración de Lactobacillus acidophilus en el agua de bebida de pollos 
parrilleros no presentó diferencias significativas en los pesos de bazo y bolsa de Fabricio 
respecto al grupo control. De la misma manera, Cho et al. (2013) y Correa Franco (2018) 
no evidenciaron diferencias en esta relación cuando estudiaron pollos que consumieron 
kefir durante la crianza.  
En conclusión, la administración del producto probiótico tricepa, a lo largo del ciclo de 
producción, no presentó diferencias en el peso del bazo y de la bolsa de Fabricio en 
comparación con el grupo control. 




3.3.4.1.8 Conclusiones del 1° ensayo  
 
A partir de las determinaciones realizadas en este primer experimento, se puede concluir 
que la administración del producto probiótico tricepa conformado por los aislados L. 
salivarius CM-CIDCA 1234C, L. agilis CM-CIDCA 1235C y Enterococcus sp. 2, en 
concentración 105 UFC/ml y 107 UFC/ml, resultó ser inocuo para los pollos durante todo 
el ciclo de crianza. Respecto a las concentraciones evaluadas, el tratamiento con el 
producto probiótico 107 UFC/ml alcanzó el mayor valor en cuanto a la relación 
vellosidad-cripta a los 16 días de vida y a la ganancia de peso al finalizar el ciclo 
productivo, en comparación con el grupo control. Estos dos parámetros están 
íntimamente relacionados ya que, al aumentar la longitud de las vellosidades, se 
incrementa la superficie disponible para absorber nutrientes.  
 
 
A partir de estos resultados, se decidió realizar otro experimento donde se repitió el 
tratamiento con el producto probiótico tricepa en concentración 107 UFC/ml y, a fin de 
incluir una mayor variedad de cepas en el estudio del efecto de los probióticos en la 
producción aviar, se estudió la acción de L. plantarum CIDCA 83114. Como se mencionó 
en otro capítulo, esta cepa fue aislada del gránulo de kefir (Garrote et al., 2001) y ha 
sido extensamente estudiada en el grupo de investigación de bacterias lácticas debido 
a sus propiedades probióticas y tecnológicas (Garrote, 1999; Golowczyc et al., 2009; 
Kakisu et al., 2012, Moretti et al., 2018). Adicionalmente, esta cepa fue utilizada como 
referencia en algunos ensayos de esta Tesis y ha sido transferida para su desarrollo y 
comercialización como producto probiótico para la crianza de animales. Por lo tanto, en 
este segundo ensayo in vivo se evaluaron, además del producto probiótico tricepa (107 
UFC/ml), dos concentraciones de L. plantarum CIDCA 83114: 105 UFC/ml y 108 UFC/ml 
(que resulta según la Tabla de consumo mencionada en la Sección 3.3.4.1.5 en 104 - 
106 y 107 - 109 UFC/pollo/semana, respectivamente). 
 
 
3.3.4.2 Administración del producto probiótico a pollos parrilleros: 2° ensayo  
 
El total de animales al inicio del ensayo fue de 112 pollitos BB, con un peso promedio 
de 46,8 g, el cual es un valor relativamente aceptable, teniendo en cuenta que el peso 
promedio entre las 0 y 24 horas de vida debe estar dentro del rango entre 42 y 63 g 
(Cobb CaresTM, 2018). Todos los animales se dividieron en 4 tratamientos (grupos), de 
28 animales cada uno. Los grupos evaluados fueron los siguientes: 




Tratamiento 1: la concentración final del producto probiótico tricepa en el agua de bebida 
fue de 107 UFC/ml. Este grupo se identificó con el color violeta.  
Tratamiento 2: la concentración final del probiótico L. plantarum CIDCA 83114 en el 
agua de bebida fue de 105 UFC/ml. Este grupo se identificó con el color rojo. 
Tratamiento 3: la concentración final del probiótico L. plantarum CIDCA 83114 en el 
agua de bebida fue de 108 UFC/ml. Este grupo se identificó con el color verde. 
Grupo control: no se les administró producto probiótico, sólo leche estéril diluida en el 
agua de bebida. Este grupo se identificó con el color naranja. 
Al inicio del ensayo, se eligieron al azar otros 2 pollitos BB, los cuales fueron 
inspeccionados a simple vista y sacrificados. La necropsia no demostró presencia de 
alteraciones en los animales. Los sacrificios se realizaron los días 0, 16, 32 y 44 de vida. 
La temperatura promedio durante el experimento fue 12 ºC, por lo que se debió 
calefaccionar el ambiente durante toda la crianza: sin embargo, las diferencias de 
temperaturas registradas entre los tratamientos fueron significativas debido a su 
disposición en el galpón (Figuras 44 y 45). Por ejemplo, al día 29, las temperaturas en 
el sector del tratamiento con el probiótico tricepa 107 UFC/ml, L. plantarum 108 UFC/ml, 
L. plantarum 105 UFC/ml y el grupo control fueron 13,6 ºC, 16,2 ºC, 14 ºC y 16 ºC, 
respectivamente; mientras que la temperatura en el resto del galpón fue 18 ºC. Se debe 
tener en cuenta esta variación térmica ambiental entre los animales del ensayo respecto 
a los que estaban alojados en el galpón. Según lo expresado por el Vet. Jorge Venturino 
(Gerente técnico área Avicultura en Biofarma SA), los pollitos recién nacidos no tienen 
casi tejido adiposo marrón y, además, poseen gran parte de su musculatura formada 
por fibras blandas (pechuga), situación que los lleva a que no puedan producir calor por 
temblor. Esto les genera una gran dependencia de una fuente externa de calor para 
mantener su temperatura corporal (Macari et al., 1994). La capacidad de 
termorregulación recién se desarrolla entre los 10 a 15 días de vida, lo que hace que las 
aves disminuyan sus requerimientos de temperatura ambiente de 35 °C al nacer, a 24 
°C a los 28 días y a 21 °C a los 42 días (Silva y Nass, 2004). En situaciones donde la 
temperatura ambiente se encuentra por debajo de la requerida, los animales responden 
de acuerdo a patrones comportamentales con agrupamientos, inmovilidad, abatimiento 
y, en casos extremos, postración bajo la fuente de calor, deshidratación y muerte; 
además de afectar su rendimiento productivo al final del ciclo. 









3.3.4.2.1 Disposición de los animales respecto al galpón 
 
Debido al aumento de tamaño de los animales, se debió modificar el tamaño y 
disposición de los corrales en el transcurso de la producción, siendo una distribución 
entre el día 0 y el día 32 (Figura 44) y otra diferente, desde el día 33 hasta el final de la 
producción (Figura 45).  
 
 
Figura 44. Disposición de los grupos/tratamientos durante los primeros 32 días de vida 
de los animales, donde cada círculo corresponde a los corrales de grupo control (■), 
tratamiento con producto probiótico tricepa 107 UFC/ml (■), tratamiento con L. plantarum 
CIDCA 83114 105 UFC/ml (■) y tratamiento con L. plantarum CIDCA 83114 108 UFC/ml 
(■). Las líneas punteadas corresponden a la cortina plástica que separa los animales 




Figura 45. Disposición de los grupos/tratamientos desde el día 33 hasta finalizar el ciclo 
de producción, donde cada círculo corresponde a los corrales del grupo control (■), 
tratamiento con producto probiótico tricepa 107 UFC/ml (■), tratamiento con L. plantarum 
CIDCA 83114 105 UFC/ml (■) y tratamiento con L. plantarum CIDCA 83114 108 UFC/ml 
(■). Las líneas punteadas corresponden a la cortina plástica que separa los animales 
del ensayo del resto de los animales del galpón. Se muestra la posición de las lámparas. 
 
A partir del día 33 los corrales de los tratamientos con producto probiótico tricepa 107 
UFC/ml y con L. plantarum CIDCA 83114 108 UFC/ml fueron armados cercanos a los 
costados del galpón (Figura 45). Esta situación fue desfavorable para estos 
tratamientos ya que la separación con el medio ambiente (temperatura ambiente 









consecuencia, en esas zonas fue más difícil alcanzar la temperatura adecuada para el 
crecimiento de los animales, la cual debe estar dentro del rango de 21 - 24°C. 
 
3.3.4.2.2 Inspección general y necropsias 
 
El estado sanitario general de los pollos fue bueno, no observándose alteraciones en 
las necropsias a lo largo de todo el ciclo de crianza. Se notó una importante disparidad 
en el tamaño de los animales, lo que podría ser compatible con estrés térmico (Pantoja-
Estrada, 2014). 
 
3.3.4.2.3 Determinación del contenido de materia grasa total en hígado 
 
Una de las consecuencias de la producción intensiva de pollos broiler es el aumento en 
la grasa corporal, con la consiguiente aparición de enfermedades relacionadas. La 
generación excesiva de lípidos hepáticos en el pollo puede causar esteatosis 
(acumulación de lípidos en las células hepáticas) y síndrome hemorrágico del hígado 
graso (Fat Liver Hemorrhagic Syndrome, FLHS), que se caracteriza por obesidad, 
disminución aguda de la producción de huevos en ponedoras y muerte súbita por daño 
hepático y hemorragia (He et al., 2014; Liang et al., 2015; Wolford & Polin, 1972). En 
condiciones normales, el hígado de las aves no debe presentar cambios en su 
composición lipídica, con excepción de las primeras semanas de vida donde, después 
de eclosionar, se movilizan lípidos desde el saco vitelino, teniendo un aspecto macro y 
microscópico de tipo graso (Cunningham & Klein, 2014). 
El uso de probióticos que logren disminuir la grasa hepática puede ser beneficioso en la 
producción intensiva de pollos, ya que podría evitar la aparición de las enfermedades 
mencionadas anteriormente. De acuerdo a Correa Franco (2018), el consumo de 
microorganismos probióticos, obtenidos a partir de la fermentación del kefir, disminuyó 
significativamente el contenido de materia grasa en el hígado de los pollos, respecto al 
grupo control. Con este antecedente, se evaluó, si el consumo de los diferentes 
probióticos estudiados generaba el efecto mencionado en los animales. 
Para ello, se estudió el contenido de materia grasa total en los hígados de los pollos al 
final del ciclo de producción. Después del sacrificio, los órganos fueron recolectados en 
condiciones de esterilidad, se pesaron y se conservaron congelados hasta la 
determinación del contenido graso.  
A continuación, se presentan los resultados en la Figura 46. La tabla utilizada para 
confeccionar esta figura se presenta en la Sección 2 del Apéndice 2. 
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Figura 46. Determinación de materia grasa total (%, en base seca*) en hígados de 
pollos al final del ciclo de crianza (44 días de vida) en el grupo control (■), tratamiento 
con producto probiótico tricepa 107 UFC/ml (■), tratamiento con L. plantarum CIDCA 
83114 105 UFC/ml (■) y tratamiento con L. plantarum CIDCA 83114 108 UFC/ml (■). 
Evaluación estadística: ANOVA de un solo factor, test de Tukey para comparaciones 
múltiples, α= 0,05. Letras distintas indican diferencias estadísticamente significativas 
entre los aislados tratamientos (p  0,05). * %, en base seca: contenido de materia grasa 
determinado por método de extracción con solventes, en relación al peso seco del 
órgano. 
 
No se detectaron diferencias estadísticamente significativas entre el control y los grupos 
tratados. Sin embargo, se halló diferencia significativa entre el tratamiento con el 
producto probiótico tricepa 107 UFC/ml y con L. plantarum CIDCA 83114 105 UFC/ml, 
alcanzando un % de materia grasa más bajo con el producto tricepa (Figura 46). 
Estos resultados indican que el consumo de los probióticos evaluados en esta Tesis no 




3.3.4.2.4 Análisis histopatológico de intestino  
 
De acuerdo a la Sección 3.2.5.5.2, se tomó una muestra representativa de los duodenos 
de cada animal a lo largo del ciclo productivo y se evaluaron los parámetros relacionados 
con la salud intestinal: pérdida de integridad y score de inflamación de la mucosa 
intestinal y relación vellosidad/cripta. 
Al igual que lo ocurrido con los resultados de algunas determinaciones realizadas en el 
1° ensayo in vivo (como en la Sección 3.3.4.1.4 “Determinación de los microorganismos 




en el contenido intestinal”), los valores de DE fueron altos. Esto se debe a que los 
resultados son calculados a partir del promedio de 4 animales con una amplia 
variabilidad entre individuos. Esta condición viene aparejada de realizar experimentos 
en condiciones de producción reales, con animales no provenientes de bioterio y en un 
ambiente difícil de controlar, como lo es una granja avícola. 
De acuerdo a lo expresado en el Inciso B, de la Sección 3.2.4.4.2 (Materiales y 
Métodos), se clasificó la pérdida de integridad (Figura 47) y el score de inflamación 
(Figura 48) de acuerdo a los puntajes asignados al estado de la mucosa. Estos 
parámetros fueron evaluados a los días 16, 32 y 44 en duodenos de los animales del 
grupo control y los tratamientos con el producto probiótico tricepa 107 UFC/ml, 
tratamiento con L. plantarum CIDCA 83114 105 UFC/ml y tratamiento con L. plantarum 
CIDCA 83114 108 UFC/ml. 
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Figura 47. Pérdida de integridad en duodenos de pollos del día 16, 32 y 44 de crianza 
en el grupo control (■), tratamiento con producto probiótico tricepa 107 UFC/ml (■), 
tratamiento con L. plantarum CIDCA 83114 105 UFC/ml (■) y tratamiento con L. 
plantarum CIDCA 83114 108 UFC/ml (■). Evaluación estadística: ANOVA de un solo 
factor, test de Bonferroni para comparaciones múltiples, α = 0,05. Letras distintas indican 
diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos. La línea sólida 
horizontal indica que no existe diferencia estadísticamente significativa entre los 
tratamientos (p  0,05). 
 
A lo largo del ciclo de producción, el score de integridad no mostró diferencias 
estadísticamente significativas entre todos los tratamientos respecto al grupo control. Es 
decir, la presencia de los probióticos no generó daños en la integridad de la membrana, 
lo cual es un resultado muy favorable debido a que la pérdida de integridad provocaría 
daños estructurales y la consiguiente pérdida de su función barrera. Si esto sucediera, 
facilitaría la entrada y translocación de bacterias (muertas o vivas) y productos 




bacterianos (como endotoxinas, exotoxinas y fragmentos de la pared celular) desde la 
luz del intestino a otros espacios extraintestinales. 
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Figura 48. Score de inflamación en duodenos de pollos del día 16, 32 y 44 de crianza 
en el grupo control (■), tratamiento con producto probiótico tricepa 107 UFC/ml (■), 
tratamiento con L. plantarum CIDCA 83114 105 UFC/ml (■) y tratamiento con L. 
plantarum CIDCA 83114 108 UFC/ml (■). Evaluación estadística: ANOVA de un solo 
factor, test de Bonferroni para comparaciones múltiples, α = 0,05. Letras distintas indican 
diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos. La línea sólida 
horizontal indica que no existe diferencia estadísticamente significativa entre los 
tratamientos (p  0,05). 
 
La Figura 48 presenta los resultados del score de inflamación, donde no se encontraron 
diferencias significativas entre todos los tratamientos a los 16 y 44 días. Sin embargo, 
al día 32, se observaron diferencias estadísticamente significativas entre el grupo control 
y el grupo tratado con el producto probiótico tricepa 107 UFC/ml, el cual obtuvo el menor 
valor de score de inflamación (valor 1 = ausencia de inflamación). Esta diferencia no se 
observó durante el primer ensayo in vivo, donde no se observaron diferencias entre el 
grupo control y dicho tratamiento a los 30 días. 
 
El tercer parámetro histomorfométrico evaluado fue la relación vellosidad-cripta (Figura 
49). No se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos a lo largo del ciclo 
de producción.  
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Figura 49. Relación vellosidad-cripta en duodenos de pollos de 16, 32 y 44 días de 
crianza en el grupo control (■), tratamiento con producto probiótico tricepa 107 UFC/ml 
(■), tratamiento con L. plantarum CIDCA 83114 105 UFC/ml (■) y tratamiento con L. 
plantarum CIDCA 83114 108 UFC/ml (■). Evaluación estadística: ANOVA de un solo 
factor, test de Bonferroni para comparaciones múltiples, α= 0,05. Letras distintas indican 
diferencias estadísticamente significativas entre los tratamientos. La línea sólida 
horizontal indica que no existe diferencia estadísticamente significativa entre los 
tratamientos (p  0,05). 
 
Resumidamente, el suministro de los productos probióticos en el agua de bebida no tuvo 
incidencia en la pérdida de integridad de la mucosa intestinal ni en la relación vellosidad-
cripta. Sin embargo, el score de inflamación obtenido al día 32 en los animales del grupo 
tratado con el producto probiótico tricepa 107 UFC/ml fue significativamente menor 
respecto al control. En general, los animales presentaron buenos puntajes respecto a la 
pérdida de integridad y el score inflamación, en el rango de 1 a 2, lo que corresponde 
desde ausencia (en ambos parámetros) hasta engrosamiento de las vellosidades con 
leve degeneración vacuolar de los enterocitos y edema en la lámina propia con leve 
infiltrado linfomonocitario, respectivamente. 
Aunque no se observaron diferencias significativas en todos los parámetros evaluados, 
se insinúa una tendencia a obtener mejores resultados con el tratamiento del probiótico 
tricepa en concentración 107 UFC/ml. Esta tendencia podría comprobarse al realizar el 











3.3.4.2.5 Determinación de los microorganismos en el contenido intestinal 
 
Se trabajó en la puesta a punto de la técnica PCR en tiempo real para determinar las 
variaciones en la microbiota intestinal de los pollos pertenecientes a los tratamientos 
evaluados. El objetivo principal fue determinar la concentración de Lactobacillus sp., 
Lactobacillus plantarum, Salmonella spp., Escherichia coli, Clostridium difficile, 
Enterococcus sp. en la materia fecal de los animales. Los avances alcanzados hasta el 
momento se presentan en el Anexo 2. 
 
3.3.4.2.6 Pesaje de animales 
 
La ganancia de peso es uno de los parámetros productivos más importantes en la 
producción aviar ya que, como el animal se vende de acuerdo a su peso vivo, este 
parámetro se encuentra directamente relacionado con la relación costo/beneficio. En 
este caso, se sumó al pesaje los datos extraídos del galpón. En este segundo ensayo, 
finalizando el ciclo de crianza, se determinó el peso de los animales teniendo en cuenta 
la cantidad de machos y hembras por grupo. Como esta proporción fue diferente en 
cada tratamiento, se esperó que esto afecte los resultados obtenidos respecto a la 
ganancia de peso ya que los pesos difieren de acuerdo al sexo del animal, 
especialmente en las últimas semanas de la crianza (Cobb CaresTM, 2018). 
A modo ilustrativo, se presentan fotos de los animales a lo largo del ciclo de producción 
(Figuras 50, 51 y 52). 
 
 
Figura 50. Pollos de 16 días de vida pertenecientes al grupo que consume L. plantarum 
CIDCA 83114 en concentración 105 UFC/ml.    
 




   
Figura 51. Pollos de 32 días de vida pertenecientes al grupo tratado con el producto 
probiótico tricepa en concentración 108UFC/ml (A) y grupo control (B). 
  
 
              
Figura 52. Pollos de 44 días de vida tratados con L. plantarum CIDCA 83114 en 
concentración 105 UFC/ml (A) y los pertenecientes al galpón (B). 
 
Los resultados se expresaron como peso promedio a partir del pesaje de un grupo de 
pollos por día (Figura 53). Los datos para confeccionar la figura se presentan en la 
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Figura 53. Peso promedio (a partir del pesaje de un grupo de pollos) en función de los 
días de vida de los animales pertenecientes al grupo control (■), tratamiento con 
producto probiótico tricepa 107 UFC/ml (■), tratamiento con L. plantarum CIDCA 83114 
105 UFC/ml (■) y tratamiento con L. plantarum CIDCA 83114 108 UFC/ml (■). 
Adicionalmente, se graficaron los valores pertenecientes a los animales del galpón (■). 
Evaluación estadística: ANOVA de dos factores, test de Bonferroni para comparaciones 
múltiples, α= 0,05. La línea sólida horizontal indica que no existe diferencia 
estadísticamente significativa entre los tratamientos. 
 
 
No se encontraron diferencias significativas en el peso promedio de los animales a lo 
largo del ciclo de crianza entre los tratamientos evaluados y el control. Adicionalmente 
se recolectaron datos del peso de los pollos alojados en el resto del galpón para realizar 
la comparación. Es importante resaltar que la disposición de los corrales para este 
ensayo (Figura 44 y 45) no fue favorable teniendo que cuenta la temperatura ambiente 
(otoño/invierno) era baja y los mismos estaban armados cerca de la puerta de entrada 
al galpón; la disposición de los grupos que consumían el producto probiótico tricepa 107 
UFC/ml y el grupo que consumía L. plantarum CIDCA 83114 108 UFC/ml fue aún más 
desfavorable debido a que estaban ubicados a los costados del galpón, contra las lonas 
plásticas que separaban y aislaban térmicamente del exterior. Sin embargo, a pesar de 
las condiciones ambientales desfavorables que podrían haber causado un estrés 
térmico en las aves, no se halló una diferencia significativa en los pesos obtenidos por 
animal al finalizar la producción entre los grupos tratados y el control. 
Los resultados de esta Tesis estuvieron en línea con otros autores, donde no se 
encontraron diferencias en las variables productivas, de acuerdo con el uso de 
probióticos o diferentes cepas de bacterias ácido lácticas en pollos parrilleros (da Rocha 
et al., 2010; Hrnčár et al., 2014; Olnood et al., 2015; Salehimanesh et al., 2016). 
 




Al final del ciclo de crianza, se realizó el pesaje de todos los animales en cada grupo, 
diferenciando entre machos y hembras (Tabla 31 y Figura 54).  
 
Tabla 31. Peso final diferenciando entre hembras y machos pertenecientes al grupo 
control (■), tratamiento con producto probiótico tricepa 107 UFC/ml (■), tratamiento con 
L. plantarum CIDCA 83114 105 UFC/ml (■) y tratamiento con L. plantarum CIDCA 83114 
108 UFC/ml (■). Adicionalmente, se graficaron los valores pertenecientes a los  
animales del galpón (■). Evaluación estadística: ANOVA de dos factores, test de Tukey 
para comparaciones múltiples, α = 0,05. Letras distintas indican diferencias 














Grupo Control GALPÓN 
Machos b, c 2,84 b 2,765 ± 0,200 b,c 2,811 ± 0,150 b,c 2,761 ± 0,383 b 2,868 ± 0,210 
Hembras a, c 2,434 ± 0,076 a 2,315 ± 0,182 a,c 2,524 ± 0,017 a,c 2,366 ± 0,234 a 2,170 ± 0,326 
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Figura 54. Peso final diferenciando entre hembras (H) y machos (M) de los animales 
pertenecientes al grupo control (■), tratamiento con producto probiótico tricepa 
107UFC/ml (■), tratamiento con L. plantarum CIDCA 83114 105 UFC/ml (■) y tratamiento 
con L. plantarum CIDCA 83114 108 UFC/ml (■) al día 44 de crianza. Adicionalmente, se 
graficaron los valores pertenecientes a los animales del galpón (■). Evaluación 
estadística: ANOVA de dos factores, test de Tukey para comparaciones múltiples, α = 
0,05. Letras distintas indican diferencias estadísticamente significativas entre los 
tratamientos (p  0,05). 
 
Al comparar teniendo en cuenta el sexo, las hembras no presentaron diferencias entre 
los grupos, al igual que en el caso de los machos. Sin embargo, las diferencias 
observadas entre ambos sexos en cada tratamiento fueron significativas en el caso del 
tratamiento con L. plantarum CIDCA 83114 108 UFC/ml y en los animales del galpón. 




Estos resultados indican que la diferenciación de los animales respecto al sexo sería 
indispensable para poder elaborar una conclusión respecto a la ganancia de peso. 
De acuerdo a Cobb CaresTM (2018), el peso de una hembra y un macho a los 44 días 
de vida debería ser 2,757 kg y 3,147 kg, respectivamente. En ninguno de los grupos 
evaluados en este segundo ensayo in vivo se alcanzan estos valores, incluso en los 
animales del galpón. Esto podría deberse a varias razones, entre las que podemos 
mencionar las bajas temperaturas especialmente durante las primeras semanas de vida 
del pollito, el fotoperíodo (ciclos de luz/oscuridad), la calidad del alimento, entre otras 
(Estrada Pareja 2007; Giobergia, 2018). 
Por lo tanto, como conclusión de esta sección, la administración de los probióticos no 
tuvo influencia en la ganancia de peso respecto al grupo control. 
 
 
3.3.4.2.7 Pesaje de bolsa de Fabricio y bazo  
 
De la misma manera en que se realizó en el 1° ensayo in vivo, se evaluó el peso de la 
bolsa de Fabricio y del bazo y la relación de estos pesos, lo cual es indicio de una 
respuesta inmune exacerbada (Figura 55). 
 









Lp 83114 (105 UFC/ml)



















Figura 55. Relación [Bolsa de Fabricio/Bazo] de los pollos en función de los días de 
vida, de acuerdo al grupo control (■), tratamiento con producto probiótico tricepa 107 
UFC/ml (■), tratamiento con L. plantarum CIDCA 83114 105 UFC/ml (■) y tratamiento 
con L. plantarum CIDCA 83114 108 UFC/ml (■). Evaluación estadística: ANOVA de dos 
factores, test de Tukey para comparaciones múltiples, α = 0,05. La línea sólida horizontal 
indica que no existe diferencia estadísticamente significativa entre los tratamientos. 
 
La relación [Bolsa de Fabricio/Bazo] no presentó diferencias significativas entre los 
grupos evaluados a lo largo del ciclo de crianza. 





3.3.4.2.8 Conclusiones del 2° ensayo  
 
En este ensayo la administración del producto probiótico tricepa 107 UFC/ml y L. 
plantarum CIDCA 83114, en concentración 105 UFC/ml y 108 UFC/ml, fue inocua para 
las aves. Utilizando como referencia los valores del grupo control, se determinó que no 
generaron daños en la integridad de la membrana, ni estuvieron asociados a procesos 
de inflamación de la mucosa intestinal; tampoco se encontraron diferencias en el 
contenido de materia grasa en hígado ni al evaluar la relación [Bolsa de Fabricio-Bazo] 
al final del ciclo de crianza. En cuanto a la ganancia de peso, los valores de todos los 
tratamientos, inclusive el grupo control, estuvieron por debajo de los reportados por la 
empresa productora de esta raza de pollos (Cobb CaresTM). Respecto a este último 
parámetro productivo, hay que tener en cuenta algunas variables que son difíciles de 
controlar como son la proporción de hembras y machos en cada grupo y la temperatura 








3.4 Conclusiones  
 
En este capítulo se realizó una selección más rigurosa de los aislados con el fin de 
obtener un producto probiótico multicepa. Para esto, se evaluaron algunas 
características de crecimiento y tecnológicas que podrían determinar el futuro desarrollo 
a gran escala y su posible aplicación.  
A partir de siete aislados, se seleccionaron L. salivarius 1234C, L. agilis 1235C y 
Enterococcus sp. 2 como los microorganismos que conforman el producto probiótico 
tricepa. Estos tres aislados fueron capaces de crecer en todos los medios de cultivo 
evaluados, inclusive en el medio MRS formulado a partir de sus componentes, de la 
misma manera que se realiza en la empresa NITRAP SRL., alcanzando concentraciones 
bacterianas adecuadas en tiempos cortos. Cabe destacar que estos parámetros fueron 
obtenidos en crecimientos estáticos, es decir, sin agitación. El uso de fermentadores de 
grandes volúmenes en la empresa podría generar mejores resultados de crecimiento. 
El escalado de la producción de los aislados es un paso importante que resta evaluar. 
Se estudiaron diferentes condiciones para conservar, a corto plazo, los 
microorganismos que forman parte del probiótico y se concluyó que la congelación a -
20 °C, utilizando leche como crioprotector, mantuvo viables los microorganismos por 
varias semanas. Adicionalmente, no perdieron su viabilidad luego de, al menos, dos 
ciclos de congelación/descongelación. 
Estos resultados nos permitieron conservar el producto probiótico sin pérdida de 
viabilidad durante los experimentos realizados con pollos parrilleros en la granja. 
Respecto al 1° ensayo in vivo, los pollos que consumieron el probiótico tricepa en 
concentración 1x107 UFC/ml, tuvieron un peso promedio mayor (por animal) al final del 
ciclo de crianza y aumento de la relación vellosidad-cripta. El aumento de la altura de 
las vellosidades en el grupo que consumió probiótico es beneficioso para los pollos de 
engorde ya que el área de superficie aumentada de las vellosidades se asocia al 
aumento en la eficiencia de crecimiento y en la superficie de absorción de nutrientes. 
Respecto al 2° ensayo in vivo, tanto los pollos que consumieron el producto probiótico 
tricepa como los que consumieron L. plantarum CIDCA 83114, no demostraron cambios 
significativos en los parámetros evaluados respecto del control sin probiótico. 
Cabe mencionar que es difícil realizar una comparación entre los resultados del 1° y 2° 
ensayo  debido, por un lado, al factor inherente asociado a la variabilidad al trabajar con 
pollos de engorde; y, por otro lado, debido a factores externos difíciles de controlar como 
son el traslado de los pollitos BB desde la nacedora hasta el galpón, las diferencias de 
temperatura detectadas en las distintas zonas del galpón y el cambio de personal 
encargado del lugar entre uno y otro ensayo, entre otros factores. 





Estos dos ensayos in vivo fueron un avance preliminar de la acción del producto 
probiótico tricepa. Para poder obtener resultados robustos, se plantea como 
perspectiva repetir el ensayo (realizando repeticiones por grupo) y, además, evaluar su 
eficacia a escala de galpón (con un gran número de animales). 
 














Evaluación de la dosis infectiva 
mínima de Salmonella enterica 
  





4.1. Introducción y Objetivo 
 
Las infecciones con bacterias del género Salmonella son responsables de una variedad 
de enfermedades agudas y crónicas en aves. El animal enfermo, la materia fecal de los 
roedores, el alimento, el agua, aves de traspatio y/o aves silvestres pueden ser 
portadores de Salmonella y, de esta forma, contaminar el guano y/o la cama (Gast, 
2013). Dentro de las serovariedades de este patógeno que causan infecciones, S. 
Gallinarum es la responsable de la tifosis aviar, una grave enfermedad en aves, la cual 
ha sido erradicada de los criaderos industriales de varios países desarrollados, pero aún 
subsiste en explotaciones comerciales de Latinoamérica. Las pérdidas económicas 
causadas por la tifosis aviar pueden ser muy altas, no sólo por la baja de animales 
debido a la mortalidad, sino también por los costos veterinarios involucrados, eliminación 
de las aves muertas, saneamiento de las instalaciones infectadas, entre otras 
(Shivaprasad, 2000). 
Cuando esta bacteria ingresa a la granja, se propaga rápidamente a través del polvo, 
de las heces en camas y por contaminación del agua (Methner et al., 1997). Además, 
es capaz de sobrevivir durante largos períodos de tiempo en condiciones adversas y 
puede propagarse de forma horizontal, a través de la ingesta de heces infectadas por 
pollos sanos y el canibalismo (Hall, 1964; Pomeroy, 1991; Chacana y Terzolo, 2003), 
como también de forma vertical, a través del huevo. 
Por lo general, S. Gallinarum es huésped-específica para las especies aviares y no 
causa enfermedad en el hombre; sin embargo, provoca graves pérdidas económicas a 
los productores avícolas, razón por la cual se han puesto en práctica extensos 
programas de control y de erradicación para combatir este patógeno. 
 
Por lo que el objetivo de este capítulo es determinar la mínima concentración de 
Salmonella que provoca daño/enfermedad en pollitos BB.  
 
  




4.2 Materiales y Métodos 
 
 
4.2.1 Microorganismos y condiciones de cultivo 
 
Se utilizó la cepa S. enterica serovar Gallinarum 111 de origen aviar, proveniente de la 
Estación Experimental Agrícola INTA Concepción del Uruguay.  A partir de su stock 
(conservado a -80°C en glicerol), se realizó un repique en medio de cultivo LB y se 
incubó a 37 °C durante 18 horas. A partir de este cultivo, se realizó un repique en medio 
LB fresco para obtener el inóculo de Salmonella para el ensayo. 
 
 
4.2.2 Preparación del inóculo de Salmonella 
 
A partir de un cultivo fresco de Salmonella, se tomó una alícuota y se centrifugó a 10.000 
rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se descartó y el pellet fue suspendido en PBS 
estéril en igual volumen que el inicial. Luego se realizaron diluciones hasta alcanzar las 
siguientes concentraciones de trabajo: 105 y 107 UFC/ml. 
 
 
4.2.3 Animales empleados y condiciones de crianza 
 
Al trabajar con una cepa patógena en alta concentración, tanto el alojamiento de los 
animales como las necropsias, debieron realizarse en las instalaciones del bioterio 
perteneciente a la Cátedra de Microbiología de la Facultad de Ciencias Exactas-UNLP. 
El ensayo fue planificado teniendo en cuenta las condiciones pre-establecidas del lugar, 
ajustando el número de animales y el tiempo de duración del mismo. Se siguió el 
protocolo experimental N° 003-00-19, el cual fue avalado por el Comité Institucional para 
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias 
Exactas de la Universidad Nacional de La Plata (Ver Anexo 3). 
Se emplearon pollos de 1 día de vida de la línea Cobb, variedad Broiler adquiridos de la 
empresa Don Mauricio Srl. (Navarro, Buenos Aires). 
Los animales recién llegados se dividieron en 3 grupos de 8 animales cada uno. Los 
animales fueron distribuidos al azar en un diseño completamente aleatorizado, para 
disminuir la variación inicial. La presencia de machos y hembras en cada grupo fue 
aleatoria ya que no se realizó el sexado de los animales. Las aves fueron alojadas en 
cajas plásticas con pisos de viruta, la cual fue previamente esterilizada en autoclave y 




secada en estufa. El bioterio fue calefaccionado con estufas de cuarzo, manteniendo la 
temperatura ambiente en el rango de 29 - 32 °C. Previo a la infección con Salmonella, 
los animales se sometieron a un período de adaptación (estabilización) durante 5 días.  
El agua y el alimento fueron administrados ad libitum. Se utilizó alimento preinicial 
micropelleteado (Super BB, Biofarma S.A, Argentina) y el agua fue refrigerada con 
bolsas conservantes previamente sanitizados. El recambio de alimento y agua se realizó 
dos veces por día. Se controló el comportamiento de los animales por inspección visual, 
reiteradas veces al día. 
 
 
4.2.4 Inoculación, sacrificios y toma de muestra 
 
Al día 5 de estadía en el bioterio, los animales fueron infectados con dos 
concentraciones de Salmonella (1 x 107 UFC/ml y 1 x 105 UFC/ml). Cada animal recibió 
0,5 ml de inóculo a través de una sonda intragástrica y en una sola dosis (concentración 
de Salmonella 5 x 106 UFC/pollo y 5 x 104 UFC/pollo). Los animales del grupo control 
fueron inoculados con un mismo volumen de PBS estéril.  
Los sacrificios se realizaron a las 6, 24 y 48 horas y 6 días post-infección, mediante 
dislocación cervical. En cada sacrificio se analizaron dos animales por grupo y se 
realizaron las siguientes determinaciones: 
 
 
4.2.5 Observación de lesiones sistémicas características de infección por 
Salmonella 
 
Se realizaron necropsias en las cuales se analizó visualmente la apariencia de todos los 
órganos internos (hígado, bazo, corazón, intestino, ciegos, riñones, pulmones) y 
articulaciones en general, en búsqueda de lesiones compatibles con la infección por 
Salmonella. Durante el período experimental, también se observaron diariamente la 




4.2.6 Análisis histopatológico de intestino e hígado 
 
Se tomaron muestras de bazo e hígado para realizar el análisis histológico, el cual fue 
realizado por personal del Laboratorio de Diagnóstico de Enfermedades de las Aves y 




los Pilíferos de la Facultad de Ciencias Veterinarias (UNLP). El protocolo utilizado para 
el análisis fue el siguiente: las muestras se fijaron en formol neutro al 10 % v/v (pH 7,2) 
durante 48 horas. Luego se las incluyó, de manera rutinaria, en un procesador 
automático de tejidos (Leica TP1020 Automatic Tissue Processor, Leica Microsystems, 
Nussloch, Alemania) llevando a cabo una deshidratación progresiva, dada por un 
determinado número de pasajes por diferentes soluciones de alcohol etílico: alcohol 50° 
(1 pasaje), alcohol 80° (1 pasaje), alcohol 96° (3 pasajes) y alcohol 100° (3 pasajes). Se 
realizó el aclaramiento de las muestras en xileno (Xileno puro, Biopack) (2 veces) y su 
infiltración e inclusión en parafina (Parafina PF 56 - 58 °C [Pellets], Biopack). Finalmente, 
se realizó el corte de los mismos con un micrótomo (Leica RM2235 Rotary Microtome, 
Leica Microsystems) a un espesor de 4 μm y finalmente, tinción con hematoxilina y 
eosina (Hematoxilina cristal, Biopack; Eosina amarillenta, Biopack). La hematoxilina es 
un colorante básico que se une a núcleos y ADN, mientras que la eosina es un colorante 
ácido que se une al citoplasma. De esta forma, los núcleos se teñirán de color azul, y el 
citoplasma y la matriz extracelular se teñirán de tonalidades variables de rosas (Martoja 
y Martoja-Pierson, 1970; Fischer et al., 2008). 
 
  




4.3 Resultados y Discusión 
 
 
Todos aquellos factores que puedan influir de manera negativa en la morfo-fisiología del 
pollito tendrán un impacto en los índices de mortalidad y producción (Yerpes et al., 
2018). De hecho, en la cadena de producción aviar, la producción de pollitos de un día 
de vida de alta calidad es la clave que determina la eficiencia económica de la misma 
(Yassin et al., 2009). 
El ensayo se realizó con la cepa S. Gallinarum 111. El fundamento de esta elección se 
basó en que esta serovariedad es una de las más importantes a nivel productivo ya que 
su presencia es la causante de salmonelosis o tifosis aviar, provocando grandes 
pérdidas económicas.  
En la Figura 56 se muestra la distribución de los grupos. 
 
                    
Figura 56. Distribución de los pollitos en cada tratamiento. Tratamiento 5 x 104 




4.3.1 Observación de lesiones sistémicas características de infección por 
Salmonella Gallinarum 
 
Las lesiones, tanto micro como macroscópicas, en la infección con esta serovariedad 
dependen del curso de la enfermedad: en casos hiperagudos, el ave muere sin lesiones 
macroscópicas (Herrera, 2018). Aunque la enfermedad es de carácter septicémico en 
los estadíos avanzados, los órganos más afectados son el hígado, bazo y corazón; y los 
signos clínicos que se observa con más frecuencia son cansancio, falta de reacción y 
apetito (Chacana & Terzolo, 2003). 
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De acuerdo a Pulido-Landínez (2017), las lesiones observadas en las necropsias se 
alejan de las reportadas en la literatura. Si bien es cierto que aún se puede observar el 
típico hígado bronceado-verdoso; en la mayoría de los casos se encuentra el hígado 
friable, aumentado de tamaño, con múltiples focos necróticos (pequeñas manchas 
blancas) y/o hemorrágicos y algunas zonas verdosas. Los pulmones también pueden 
presentar pequeños focos blancos. El bazo muestra esplenomegalia (agrandamiento) 
con aspecto moteado. Es posible observar en algunos casos nefromegalia 
(agrandamiento) y coloración verdosa de los riñones, aerosaculitis (infección de los 
sacos aéreos, presencia de exudado blanquecino) de leve a moderada, ooforitis 
(inflamación de las trompas de Falopio) con folículos ováricos deformes, algunas veces 
verdosos y/o hemorrágicos, duros al tacto y, con menos frecuencia, anormalidad 
pulmonar. En pollos de engorde la lesión más frecuentemente observada ha sido 
esplenomegalia con bazos muy oscuros, leve aerosaculitis y presencia de focos 
necróticos en el hígado. 
A fin de facilitar la comparación visual del tamaño y estado general de los órganos 
internos, se realizaron necropsias en paralelo con animales de los tres grupos.  
A las 6 horas post-inoculación se observó que las aves inoculadas con ambas 
concentraciones del patógeno (tratamiento 5 x 104 UFC/pollo y tratamiento 5 x 106 
UFC/pollo) presentaron hígados en tonos marmolados (Figura 57, A) y uno de los 
animales del grupo inoculado con 5 x 106 UFC/pollo presentó pericarditis. El contenido 
cecal de los dos animales del grupo inoculado con 5 x 106 UFC/pollo fue de color amarillo 
claro y con presencia de gas (Figura 57, B). En los órganos internos de los pollos del 
grupo control no se observaron lesiones compatibles con la presencia de Salmonella. 
 
        
 




                        
Figura 57. Aspecto del hígado (A) y contenido cecal (B) en pollos inoculados con S. 
Gallinarum 111 en concentración 5 x 106 UFC/pollo, a las 6 horas post-inoculación. 
 
A las 24 horas post-inoculación los animales infectados con ambas concentraciones 
del patógeno presentaron contenido cecal de color amarillo claro y con presencia de gas 
(Figura 58, A). Adicionalmente, dos aves sacrificadas del grupo 5 x 106 UFC/pollo 
presentaron nefromegalia. Uno de los pollos inoculados con 5 x 106 UFC/pollo y otro del 
grupo inoculado con 5 x 104 UFC/pollo, presentaron hígados de consistencia friable (de 





















      
Figura 58. Aspecto del contenido cecal en pollos inoculados con S. Gallinarum 111 en 
concentración 5 x 104 UFC/pollo (A) y aspecto del hígado (B) en pollos inoculados con 
S. Gallinarum 111 en concentración con 5 x 106 UFC/pollo, a las 24 horas post-
inoculación. 
 
A las 48 horas post-inoculación, los pollitos del grupo control no mostraron 
alteraciones, mientras que todos los animales infectados con el patógeno, en ambas 
concentraciones, presentaron contenido cecal de color amarillo y presencia de gas. Esta 
condición fue, visualmente más notoria, en los pollos inoculados con la mayor 
concentración de Salmonella (Figura 59, A).  
 
      
 Figura 59. Aspecto del contenido cecal en pollos inoculados con S. Gallinarum 111 en 
concentración 5 x 106 UFC/pollo (A) e inoculados con S. Gallinarum 111 en 











A los 6 días post-inoculación los pollos del grupo control no presentaron lesiones en 
sus órganos internos. Uno de los animales inoculados con 5 x 106 UFC/pollo fue 
encontrado muerto y el otro estaba severamente deprimido. Éste fue sacrificado y se 
pudo observar el agrandamiento de órganos internos (bazo, hígado, corazón, riñones), 
además de tener el saco vitelino hemorrágico, lo cual es un indicio de infección. En la 
Figura 60 se muestra el aspecto de los órganos de un pollo del grupo control (sin 







































Figura 60. Aspecto de los órganos en pollos inoculados con S. Gallinarum 111 en 
concentración 5 x 106 UFC/ml (pollo izquierdo) y sin inocular (pollo derecho).  
Comparación del tamaño de hígado (A), bazo (B) y corazón (C), a los 6 días post - 
inoculación.  
 
Al comparar un pollo del grupo infectado con la menor concentración de S. Gallinarum 
111 (5 x 104 UFC/pollo) y un pollo sin inocular, se observó agrandamiento del bazo 






















Figura 61. Aspecto del bazo en pollos pertenecientes al grupo inoculado con S. 
Gallinarum 111 en concentración 5 x 104 UFC/pollo (pollo izquierdo) y al grupo control 
sin inocular (pollo derecho) a los 6 días post-inoculación. 
 
Si bien se ha analizado los órganos de las aves infectadas, es importante señalar que 
la infección con S. Gallinarum puede causar inflamación en las articulaciones, con 
presencia de un fluido líquido cremoso (The Center of Food Security & Public Health, 
2009). Durante todo el ensayo, no se encontraron signos de inflamación ni de líquido en 
las articulaciones de los pollos, tanto en el grupo control como en los grupos de animales 
infectados. 
De acuerdo con la información recopilada a lo largo de las necropsias, se observó que 
la infección con S. Gallinarum 111, en concentración 5 x 104 UFC/pollo y 5 x 106 
UFC/pollo, afectó la salud de los animales. Dicho efecto se evidenció en la presencia de 
contenido gaseoso en intestino y ciegos, y agrandamiento de órganos internos, como 
bazo, hígado, corazón y riñón. También se observaron cambios en el comportamiento 
de los animales, con signos de decaimiento: mientras que los pollos del grupo control 
se comportaban normalmente, reaccionando a los estímulos externos, los infectados 
con Salmonella 5 x 104 UFC/pollo reaccionaban moviéndose lentamente y los animales 
infectados con Salmonella 5 x 106 UFC/pollo no se movían y se los notaba decaídos al 
final del ensayo. Estos cambios clínicos pueden asociarse a la presencia de S. 
Gallinarum en los pollos (Alvarez et al., 2003; Freitas Neto et al., 2007; Garcia et al., 
2010). 
Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Lopes et al. (2016), donde los pollos 
infectados con 106 UFC de S. Gallinarum mostraron signos clínicos de infección a los 4 
días post-inoculación, como diarrea de color amarillo verdoso, anorexia, postración, 
plumas rizadas y disminución del consumo de alimento y agua. Rocha e Silva et al. 
(2015) inocularon diferentes concentraciones de S. Gallinarum (en el rango de 5 x 104 
UFC/pollo a 2,5 x 106 UFC/pollo) en codornices y hallaron signos clínicos típicos de 
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fiebre tifoidea y agrandamiento de órganos (hepatomegalia, esplenomegalia, vesícula 
biliar dilatada; hemorragias en el hígado e intestinos y folículos ováricos deformados) a 
los 5 días post-infección, momento en el cual empezaron a morirse los animales hasta 
el día 10 post-infección, inclusive. En esta Tesis, uno de los animales murió al día 6 
post-infección y el otro animal del mismo grupo se encontraba muy decaído, además de 
observarse los agrandamientos de los órganos, coincidiendo con lo encontrado por 
Rocha e Silva et al. (2015). 
Por lo tanto, la inoculación de S. Gallinarum en concentración 5 x 104 UFC/pollo podría 
ser la dosis indicada que cause daños en el animal, sin llegar a provocarle la muerte.  
 
 
4.3.2 Análisis histopatológico de intestino e hígado 
 
Durante el proceso infectivo de S. Gallinarum, los órganos más afectados son el hígado, 
corazón y bazo. Dependiendo de la gravedad de la enfermedad, pueden encontrarse 
distintos tipos de lesiones. En cuadros agudos, se observa la congestión especialmente 
de bazo e hígado, siendo típica en este último, la necrosis de hepatocitos. En estos 
casos, se observa infiltración de células inflamatorias provenientes de diferentes 
poblaciones: heterófilos, macrófagos y linfocitos y células plasmáticas (Berchieri et al., 
2000; Hossain & Islam, 2004). 
En cuadros crónicos, los órganos más afectados son el corazón, hígado, bazo, riñones 
y órganos reproductivos. La histopatología se caracteriza por congestión vascular 
severa en hígado, bazo y riñones. Se puede ver necrosis multifocal de hepatocitos con 
infiltrado de heterófilos y fibrina en parénquima. En general, se observa congestión en 
los órganos afectados, y las lesiones nodulares corresponden a necrosis con infiltrado 
heterofílico y fibrina. En corazón, se observa necrosis con infiltrado de heterófilos, 
linfocitos y plasmocitos. En ovario y testículos, las lesiones se corresponden con 
inflamación fibrinosupurativa a piogranulomatosa (Shivaprasad, 2000; Swayne, 2013).  
Se realizó el análisis histopatológico de los hígados y bazos extraídos durante la 
necropsia a los 6 días post-inoculación. Se observaron lesiones en los animales 
pertenecientes a los dos grupos infectados con S. Gallinarum 111, mientras que los 
órganos del grupo control no evidenciaron lesiones. Los cortes histológicos obtenidos 
de los hígados (Figura 62) y bazos (Figura 63) se presentan a continuación. 
 






Figura 62. Cortes histológicos obtenidos a partir de hígados de pollos pertenecientes al 
grupo control (A), grupo infectado con 5 x 104 UFC/pollo de S. Gallinarum 111 (B) y 
grupo infectado con 5 x 106 UFC/pollo de S. Gallinarum 111 (C) a los 6 días post-
inoculación. Imagen tomada con microscopio óptico, aumento 10X. Se indican las 
lesiones observadas con flechas negras. 
 
Al observar el tejido hepático del grupo control, se encontró que estaba sin presencia de 
alteraciones, edemas o infiltrados celulares. Respecto al hígado de un pollo inoculado 
con Salmonella Gallinarum 111 en concentración 5 x 104 UFC/pollo, se observó la 
presencia de múltiples focos aleatorios, coalescentes, de necrosis coagulativa 
hepatocelular (flechas negras en la Figura 62 (B)). En la Figura 62 (C), correspondiente 
al hígado del pollo inoculado con la mayor concentración (5 x 106 UFC/pollo), se 
observaron múltiples focos difusos de necrosis coagulativa hepatocelular (flechas 
negras). 
Respecto al análisis histopatológico de las muestras de bazo, los cortes histológicos 








    
 
Figura 63. Cortes histológicos obtenidos a partir de bazos de pollos pertenecientes al 
grupo control (A), grupo infectado con 5 x 104 UFC/pollo de S. Gallinarum 111 (B) y 
grupo infectado con 5 x 106 UFC/pollo de S. Gallinarum 111 (C) a los 6 días post-
inoculación. Imagen tomada con microscopio óptico, aumento 10X. Se indican las 
lesiones observadas con flechas negras. 
 
El tejido del bazo del grupo control no presentó alteraciones, edemas o infiltrados 
celulares (Figura 63, A). En los bazos de los animales inoculados con Salmonella 
Gallinarum 111 se presentaron lesiones. En el bazo de un pollo inoculado con 
Salmonella Gallinarum 111 en concentración 5 x 104 UFC/pollo, se observó necrosis 
multifocal coalescente severa con depleción linfoide esplénica severa (Figura 63, B, 
indicado con flechas negras). El bazo del pollo inoculado con la mayor concentración (5 
x 106 UFC/pollo), presentó múltiples focos coalescentes de necrosis coagulativa 
esplénica (Figura 63, C). 
Estos resultados coinciden con los encontrados en otros trabajos. Kwon et al. (2008) 
infectaron pollos de 10 días de vida con S. Gallinarum (105 UFC/ pollo) y a los 6 días 
post-infección realizaron los estudios histopatológicos encontrando congestión y 
necrosis en riñón e hígado. Da Silva et al. (2016) encontró que la mitad de los pollos del 
ensayo, infectados naturalmente con el patógeno, presentaron algún tipo de lesión en 
hígado, mientras que los animales no infectados no presentaron lesiones. Con iguales 
resultados, Lopes et al. (2016) halló que el hígado y bazo de pollos inoculados con 1 x 
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106 UFC del patógeno presentaron lesiones como hepatitis necrotizante multifocal y 
esplenitis necrotizante. 
A partir de los análisis histopatológicos realizados en esta Tesis, se pude concluir que 
la presencia del patógeno en los pollos infectados provocó lesiones en bazo e hígado, 
los cuales son los principales órganos que se ven comprometidos durante la infección 










De acuerdo a las necropsias y al análisis histopatológico de bazo e hígado, se comprobó 
que la cepa S. Gallinarum 111 pudo generar patología en los pollitos de 1 día de vida, 
con aparición de los primeros cambios en la morfología de los órganos a las 6 horas 
post-inoculación. Se determinó que la concentración del patógeno de 5 x 104 UFC/pollo, 
fue la dosis infectiva mínima con capacidad de generar daños en los pollitos BB pero sin 
llegar a provocarles la muerte. 
La información obtenida en el ensayo preliminar presentado en este capítulo será 
sumamente necesaria para una etapa posterior, en la cual el objetivo final será evaluar 
in vivo el efecto del producto probiótico tricepa frente a la infección con esta cepa de 
Salmonella en los pollos. 
Queda como perspectiva de este estudio la aplicación del producto tricepa en desafíos 
contra patógenos como Salmonella. Para ello, tomamos como antecedentes los 
resultados obtenidos por numerosos trabajos que emplean bacterias lácticas y/o 




























Discusión General y Perspectivas 
 
A lo largo de los años la industria avícola en Argentina ha evolucionado y crecido 
marcadamente, lo cual ha traído nuevo desafíos en pos de sostener el ritmo de 
producción intensivo. El uso indiscriminado de antibióticos utilizados como promotores 
de crecimiento (APC) para sostener la producción ha favorecido la diseminación de 
resistencias bacterianas, lo cual conlleva a buscar alternativas a los APC. Una de ellas 
son los probióticos.  
El trabajo desarrollado en esta Tesis Doctoral formó parte de un Proyecto de 
Investigación y Desarrollo (PID 2014-0049) denominado “Producción de probióticos 
aviares para la República Argentina”. En este punto, se debe destacar la importancia 
del nexo creado entre la industria/sector privado y la universidad pública con el objeto 
de llevar a cabo el desarrollo conjunto de un nuevo producto probiótico desde cero. 
El objetivo principal de esta tesis fue aislar diferentes bacterias del tracto gastrointestinal 
de una de las razas de pollos de mayor comercialización en el país (Cobb) para formular 
un producto probiótico de origen nacional. El concepto asociado a que el probiótico esté 
conformado por más de una cepa radicó en el hecho de obtener una herramienta que 
pueda ser útil para resolver diferentes problemas que se presentan a lo largo de la 
cadena de producción aviar. Idealmente, cada microorganismo integrante del probiótico 
tendrá un mecanismo de acción único y diferente al resto, ampliando así el campo de 
acción del producto completo. 
En la primera parte de esta Tesis Doctoral, se aislaron un total de 59 bacterias lácticas 
de buche, yeyuno - íleon y ciegos, a partir de las cuales se estudiaron algunas 
características probióticas in vitro, como resistencia a la acidez, resistencia a la bilis y 
resistencia al pasaje por el tracto gastrointestinal. Los resultados de estos estudios 
podrían predecir la capacidad in vivo de las cepas; de ahí que el éxito de un probiótico 
depende en gran medida de realizar una buena selección in vitro. Durante el desarrollo 
de esta Tesis, no se perdió de vista la futura aplicación del producto probiótico, para lo 
cual sería necesario obtener, a escala industrial, una alta concentración de los aislados 
en el menor tiempo. Por ello, se evaluaron medios de cultivo alternativos al MRS 
comercial, ya que su uso es posible a escala laboratorio, pero deja de serlo a gran 
escala, por su alto costo. Los aislados demostraron ser capaces de crecer en permeado 
de suero y permeado de suero adicionado con extracto de levadura, en concentraciones 
comparables a las obtenidas utilizando MRS. Este medio constituye una alternativa 
económica para el cultivo a nivel industrial de los aislados. Finalmente, en base a estas 
características, se seleccionaron 13 de los aislados (diez Lactobacillus sp. y tres 
Enterococcus sp.) 




Otra característica probiótica evaluada para continuar con la selección de los aislados 
fue la capacidad de ejercer acción antagónica frente a microorganismos patógenos. En 
este estudio, el enfoque se centró en Salmonella enterica, debido a que este patógeno 
se encuentra ampliamente distribuido a lo largo de la cadena avícola. Esta bacteria 
puede afectar a las aves, como es el caso de la serovariedad Gallinarum, agente 
causante de la tifosis aviar; o puede causar una ETA (Enfermedad Transmitida por los 
Alimentos) al entrar en contacto con los humanos, en el caso de la serovariedad 
Enteritidis. También se incluyó en los estudios de inhibición una cepa multirresistente 
de Escherichia coli aislada de pollos enfermos de una granja local, cuyos resultados 
resultaron de sumo interés.  
A través de diferentes ensayos, se evaluó el efecto de los aislados en el crecimiento y 
en la acción patógena de Salmonella y E. coli, y se pudo comprobar el fuerte efecto 
inhibitorio de los metabolitos presentes en el sobrenadante libre de células (SLC) 
obtenido a partir de los medios de cultivo de los microorganismos probióticos, el cual se 
conserva aún al ser diluido. Este dato no debe pasar desapercibido si tenemos en 
cuenta que, aunque el objetivo principal de este trabajo fue la obtención de 
microorganismos probióticos para administrárselos a los pollos, los SLC tienen la 
potencialidad de ser empleados en el control ambiental de la granja mediante el rociado 
y desinfección de las camas. El hecho de poder diluir el SLC generaría un mayor 
rendimiento a partir del cultivo del microorganismo probiótico, sin comprometer la acción 
inhibitoria. Debe tenerse en cuenta que las diluciones a emplear del SLC son 
determinadas por el patógeno que se quiera eliminar. La composición de los 
sobrenadantes mediante HPLC arrojó como resultado que todos los aislados producían 
ácidos orgánicos débiles (ácido láctico y ácido acético), tanto en caldo MRS, como en 
el medio constituido por permeado de suero suplementado con extracto de levadura. 
Los estudios de la fracción microbiana del cultivo de los microorganismos probióticos en 
la inhibición de Salmonella, permitieron determinar que sólo algunos de éstos inhibieron 
su crecimiento en coincubación a tiempos cortos (máximo, 4 horas). Por otro lado, 
ningún aislado fue capaz de inhibir el proceso de formación de biofilm (en coincubación) 
ni de disminuir significativamente los fenómenos de asociación e invasión de este 
patógeno a la línea celular Caco-2/TC-7 in vitro.  
Al finalizar esta segunda parte en la que se evaluó el carácter inhibitorio de los aislados, 
se evidenció la gran potencialidad de los SLC provenientes de los cultivos de los 
aislados, como inhibidores de Salmonella y E. coli. La acción inhibitoria de la fracción 
microbiana no se halló en todos los casos. 
La siguiente etapa consistió en formular el producto probiótico y evaluar su efecto 
durante la crianza de los pollos. Para ello, se realizó una selección más exhaustiva de 




los aislados con las mejores características probióticas evaluadas hasta esta parte. 
Además del efecto inhibitorio frente a Salmonella y E. coli, se tuvieron en cuenta la 
acción antifúngica y la termotolerancia (de los Enterococcus sp), estudios que fueron 
realizados por las becarias doctorales Lic. Carolina Valiente e Ing. Luján Cejas, 
respectivamente, quienes también hicieron parte del proyecto PID. Las investigaciones 
llevadas a cabo, en forma paralela y junto a esta Tesis, contribuyeron al avance del 
proyecto. 
Para realizar la selección final de los aislados, se evaluó su crecimiento en un medio de 
cultivo sugerido por la empresa: el MRS formulado a partir de sus componentes. De 
acuerdo a todos los resultados reunidos hasta el momento, se seleccionaron L. 
salivarius 1234C, L. agilis 1235C y Enterococcus sp. 2 para constituir el producto 
probiótico tricepa. Se realizaron dos ensayos para evaluar el efecto del producto 
probiótico en los pollos. La administración del probiótico tricepa y la cepa L. plantarum 
CIDCA 83114 no produjo efectos adversos sobre el estado de salud general de los 
animales. Adicionalmente, la ausencia de translocación a los órganos del medio interno, 
sugieren que las cepas utilizadas no son patogénicas y son seguras para ser aplicadas 
como aditivo alimentario en la dieta de pollos parrilleros. 
La razón por la cual se obtuvieron diferentes resultados entre los dos ensayos es difícil 
de hipotetizar ya que se debería tener en cuenta, principalmente, el factor inherente 
asociado a la variabilidad al trabajar con pollos de engorde. Por otro lado, existen 
factores externos difíciles de controlar, como el traslado de los pollitos BB desde la 
planta de nacedoras hasta el galpón, las diferencias de temperatura detectadas en las 
distintas zonas del galpón y el cambio de personal encargado del lugar entre uno y otro 
ensayo. Estos factores condujeron a que los resultados obtenidos en cada ensayo no 
fueran comparables entre sí. Sin embargo, se pudo notar que un mismo producto 
probiótico no generó efecto significativos en los parámetros productivos, lo que nos 
indicaría que su acción probiótica dependerá de diversos factores y su aplicación 
quedará supeditada a ellos.  
Los probióticos estudiados en esta Tesis podrían ser incorporados en la dieta de pollos 
parrilleros como un aditivo para mejorar las condiciones sanitarias de la producción 
intensiva. Sumado a esto, los metabolitos producidos por las bacterias probióticas se 
podrían aplicar junto con otras maniobras de prevención y conservación de los 








A partir de este trabajo de Tesis Doctoral, se abre un abanico interesante de 
perspectivas para continuar con el trabajo, las cuales se mencionan a continuación:  
- Estudio de la aplicación del probiótico tricepa a escala de galpón (con mayor número 
de animales). 
- Evaluación del efecto alcanzado en control ambiental y productos derivados, (por ej., 
control fúngico de camas, huevos) por aplicación del SLC.  
- Escalado de la producción de los aislados. 
- Estudio de metabolitos en los SLC (bacteriocinas, enterocinas, peróxido de hidrógeno) 

























1. Buffers y medios de cultivo 
Todos los medios de cultivo, excepto los casos indicados, se esterilizaron en autoclave 
a 120º C, durante 15 minutos. 
 
a) Caldo MRS (De Man, Rogosa, Sharpe, 1960), Biokar Diagnostics, Beauvais, 
France. (en 1 litro de agua destilada) 
Componente Cantidad (g) 
Peptona universal 10 
Extracto de carne 5 
Extracto de levadura 5 
D(+) glucosa 20 
K2HPO4 2 
Tween 80 1 
Citrato ácido de amonio 2 
Acetato de sodio 5 
MgSO4 0,1 
MnSO4 0,05 
pH = 6,5±0,1  
  
b) Agar MRS 
Caldo MRS adicionado con agar (Parafarm, Argentina) en concentración 2 %p/v 
 
c) Caldo M17 (Biokar Diagnostics, Beauvais, France) (en 1 litro de agua 
destilada) 
Componente Cantidad (g) 
Triptona 2,5 
Peptona de carne pépsica 2,5 
Peptona papaínica de soja 5,0 
Extracto de levadura 2,5 
Extracto de carne 5,0 
Lactosa 5,0 
Glicerofosfato de sodio 19,0 
Sulfato de magnesio 0,25 






d) Agar M17 
Caldo M17 adicionado con agar (Parafarm, Argentina) en concentración 2 %p/v. 
 
e) Caldo nutritivo (en 1 litro de agua destilada) 
Componente Cantidad (g) 
Extracto de carne  3 
Peptona de carne  5 
pH = 7 ±0,2  
 
 
f) Agar EMB (en 1 litro de agua destilada) 
Componente Cantidad (g) 
 Peptona  10 
Lactosa  5 
Sacarosa  5 
K2HPO4  2 
Eosina 0,4  0,4 
Azul de metileno  0,065 
Agar 13,5 
pH = 7,2 ± 0,2  
 
g) Caldo LB (en 1 litro de agua destilada) 
Componente Cantidad (g) 
Cloruro de sodio 5 g 5 
Extracto de levadura 5 g 5 
Peptona de caseína 10 g 10 
pH = 7,2 ± 0,2  
 
h) Agar LB  











i) Agar SF (en 1 litro de agua destilada) 
Componente Cantidad (g) 
Digerido pancreático de caseína 20 
Dextrosa 5 
Fosfato dipotásico 4 
Fosfato monopotásico 1,5 
Azida sódica 0,5 
Cloruro de sodio 5,0 
Púrpura de bromocresol 0,032 
 
 
j) Agar Hektoen entérico (Britania, Argentina) (en 1 litro de agua destilada) 
Componente Cantidad (g) 
Proteosa peptona  12,0 
Extracto de levadura  3,0 
Sales biliares  9,0 
Lactosa  12,0 
Sacarosa  12,0 
Salicina  2,0 
Cloruro de sodio 5,0 
Tiosulfato de sodio 5,0 
Citrato de hierro y amonio 1,5 
Azul de bromotimol  0,065 
Fucsina ácida  0,1 
Agar 14,0 
pH = 7,5 ± 0,2  
 
 
k) MEDIO A (en 1 litro de agua destilada) 
Componente Cantidad (g) 
Leche descremada en polvo                        40 










l) MEDIO C (en 1 litro de agua destilada) 
Componente Cantidad (g) 
Peptona de Caseína  15 
Extracto de Levadura  6 
Lactosa 15 
Cloruro de Sodio  5 
Glucosa  15 
Tween 80  1 
K2HPO4  2,5 
 
 
m) Dulbecco modified Eagle’s minimal essential medium (DMEM) adhesion 
Dulbecco modified Eagle’s minimal essential medium (DMEM), Gibco, Grand Island, 
N.Y, USA 1000 ml adicionado con: 
Componente Cantidad (ml) 
Penicilina/ Streptomicina(1000 IU, 1000 
µg/ml)  
13 
Suero fetal bovino  180 
Aminoácidos no esenciales  13 
Gentamicina (50 mg/ml)  10 
Fungizona  5 
NaHCO3 2 g/l  
pH = 7 ±0,2  
 
El suero fetal bovino se inactiva 30 minutos a 60º C. Una vez preparado, el medio se 
esteriliza por filtración a través de una membrana con un tamaño de poro de 0,22 µm.. 
 
n) Triptona 
Triptona 1 g/l 
 




KH2PO4 (0,1M)  500 
NaOH (0,1M)  291 





p) Solución de PBS (en 1 litro de agua destilada) 
Componente Cantidad (g) 
NaCl  8,02 
KCl  0,231 
Na2HPO4  1,17 
KH2PO4  0,2 
pH = 7 ± 0,2  
 
 
q) Solución de jugo gástrico simulado 
Componente Concentración (mM) 
NaCl  125 
 KCl                   7 
 NaHCO3        45 
 pH= 3 (con 1 HCl 1M)  
 
Posteriormente a la esterilización por autoclave, se adicionó una suspensión de 3 mg/ml 
de pepsina (Sigma-Aldrich, Alemania), esterilizada por filtración a través de una 
membrana con un tamaño de poro de 0,22 µm. 
 
 
r) Solución de jugo intestinal simulado 
Componente Concentración (mM) 
 NaCl                  22 
 KCl                   32,7 
 NaHCO3            7,6 
 pH 8,0  
 
Posteriormente a la esterilización por autoclave, se adicionó una suspensión de 1 mg/ml 
de pancreatina (Sigma-Aldrich, Alemania) y7% v/v de bilis de buey (Merck, Alemania), 










s) Medio API CHL (presentación comercial: ampollas de 10 ml) 
Componente Cantidad (g) 
Polipeptona (origen ovino/porcino)           10 
Extracto de levadura                                    5 
Tween 80                                                   1  
Fosfato dipotásico                                        2 
Acetato sódico                                             5 
Citrato diamónico                                        2 
Sulfato de magnesio                               0,20 
Sulfato de manganeso                            0,05 
Púrpura de bromocresol                       0,017 
Agua desmineralizada 1000 ml  
pH= 6,7-7,1  
 
 
t) Gel de agarosa al 1,2% 
Componente Cantidad  
Agarosa                                                                                               1,2 g 
Bromuro de etidio                                                                                 3 µl
Buffer TAE (TRIS-Ácido acético- 











Tinción de Gram 
Cristal violeta: 10 g/l en agua destilada. 
Safranina (solución madre): 25 g/l en etanol. 
Safranina (solución de trabajo): solución madre diluida 1/10. 
Lugol: 10 g I2 + 20 g KI en 1 litro de agua destilada. 
Decolorante: etanol-acetona 4:1. 
Las soluciones se filtran antes de utilizarlas. 
Protocolo: 
Tiempo de exposición (seg) 
Cristal violeta: 60 
Lavar con agua 
Lugol: 60 
Lavar con agua 
Decolorante: 15 













1. Determinación de la composición de ácidos orgánicos de los sobrenadantes 
libres de células de los aislados  
 
a. Preparación de soluciones patrón y obtención de curvas estándar de 
calibración 
Para la determinación de la concentración de ácidos orgánicos en los sobrenadantes 
por HPLC, se prepararon diferentes soluciones patrón de concentración conocida con 
soluciones estándar de ácido láctico, ácido acético y ácido propiónico (Sigma Chemical 
Co., St. Louis, MO, USA). La composición de cada solución patrón se presenta en la 
siguiente Tabla. 
Tabla. Composición de soluciones patrón preparadas a partir de soluciones estándar de 







Patrón 3 Patrón 4 Patrón 5 Patrón 6 
Ácido Láctico 2.540,00 1.016,00 508,00 254,00 101,60 50,80 
Ácido Acético 1.027,00 513,50 256,75 2.567,50 51,35 102,70 
Ácido Propiónico 513,50 256,75 2.567,50 1.027,00 102,70 51,35 
 
A partir de la medida de estas soluciones por la técnica HPLC, se obtuvieron las 




Figura A. Curva de calibración obtenida con una solución estándar de ácido láctico, 
ajustada a la ecuación lineal   

































Figura B. Curva de calibración obtenida con una solución estándar de ácido acético, 
ajustada a la ecuación lineal 




Figura C. Curva de calibración obtenida con una solución estándar de ácido propiónico 
ajustada a la ecuación lineal 
Tiempo de retención (min)=1x10-5 x Concentración (ppm) -0,0002 (R2= 0,9929)  
 
A continuación, se observan como ejemplos los cromatogramas obtenidos para uno de 
los patrones utilizados (Patrón 1, Figura D) y una muestra evaluada (L. salivarius CM-
CIDCA 1234C, en caldo MRS, dilución 1/5, Figura E). En las primeras imágenes se 

























































Figura D. Cromatograma obtenido para el patrón 1, donde se observan los tiempos de 




 Figura E. Cromatograma obtenido para el L. salivarius CM-CIDCA 1234C (medio de 












2. Tabla en correlación con la Sección 3.3.4.2.3- Contenido de materia grasa total (en 




total (%), en BS 
DE Promedio DE 
Control 10,2 0,1358 11,8475a,b 2,15207458 
Control 11,66 0,1751   
Control 14,94 0,7169   
Control 10,59 0,4919   
Tricepa 8,32 0,4026 9,305ª 0,8199796 
Tricepa 9,38 0,3725   
Tricepa 10,32 0,4503   
Tricepa 9,2 0,4515   
Lp 83114 105 15,52 0,3453 12,8175b 1,9402298 
Lp 83114 105 11,07 0,2106   
Lp 83114 105 11,85 0,5825   
Lp 83114 105 12,83 0,4319   
Lp 83114 108 10,46 0,4426 10,55a,b 1,06088014 
Lp 83114 108 11,52 0,5531   
Lp 83114 108 11,12 0,5509   
Lp 83114 108 9,1 0,4171   
Evaluación estadística: ANOVA de un solo factor, test de Tukey para comparaciones múltiples, α= 0,05. 
Letras distintas indican diferencias estadísticamente significativas entre los aislados tratamientos (p 0,05). 





















3. Tabla en correlación con la Sección 3.3.4.2.6-  
Peso promedio (a partir del pesaje de un grupo de pollos) en función de los días de vida 
de los animales pertenecientes al grupo control (■), tratamiento con producto probiótico 
tricepa 107 UFC/ml (■), tratamiento con L. plantarum CIDCA 83114 105 UFC/ml (■) y 
tratamiento con L. plantarum CIDCA 83114 108 UFC/ml (■). Adicionalmente, se 
graficaron los valores pertenecientes a los animales del galpón (■). Evaluación 
estadística: ANOVA de dos factores, test de Bonferroni para comparaciones múltiples, 
α= 0,05. 




















0,1609±0,1335 0,1586±0,1170 0,1467±0,0009 0,1639±0,1816 




















4. Secuencias obtenidas a partir de la amplificación de fragmentos de ADN 
comprendidos entre los primers 338f y 518r y gráficos de calidad de los aislados 
bacterianos B1, Y1, C2, C5 Y C9 del tracto gastrointestinal de pollo, 
correspondientes a la Sección 1.3.3 del Capítulo 1 
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Incorporación de Lactobacillus 
plantarum CIDCA 83114 y zeolita 
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Variaciones en la microbiota 











Estudiar las modificaciones en la microbiota del animal durante el suministro de 
probióticos en el ensayo in vivo mediante análisis por Real Time-PCR (RT-PCR) del 





A partir de los dos ensayos in vivo de administración de bacterias probióticas en 
producción aviar (Capítulo 3), se procedió a determinar si existen variaciones en el perfil 
microbiano mediante qPCR. El equipo utilizado fue CFX96 Touch Real-Time PCR 
Detection System (© 2020 Bio-Rad Laboratories, Inc.). 
Para ello se recolectaron muestras de materia fecal (a partir de los ciegos de cada 
animal) y se conservaron a -80°C para realizar posteriormente la extracción de DNA, 
utilizando kit de extracción Geneaid Presto Mini gDNA Bacteria kit). Para la amplificación 





Forward (5'- 3') Reverse (5' - 3') Referencia 






Huijsdens et al., 
2002 






















































El esquema de trabajo planteado para cada grupo de microorganismos (E. coli, 
Salmonella, Clostridium sp., Bifidobacterium sp., Lactobacillus salivarius y L. plantarum) 







1°- Selección de la T de annealing óptima para cada par de primers específicos. 
2°- Constatación de ausencia de amplificación inespecífica (formación de dímeros de 
primers) o cruzada (amplificación de DNA de un género microbiano diferente al de 
interés). 
3°- Evaluación de la presencia de diferentes concentraciones de todos los DNA para 
constatar que no hay interferencia en cada amplificación individual.  
4°- Evaluación de la posible interferencia de la matriz (materia fecal) en la 
extracción/amplificación del DNA. 
5°- Obtención de las curvas estándar del rango dinámico para cada especie a estudiar, 
a partir de cultivos microbianos puros. 
6°- Extracción de DNA de cada muestra de materia fecal y, determinación de la 




1°- Selección de la T de annealing óptima para cada par de primers específicos: 
Para cada par de primers se evaluó un rango de T de annealing, a fin de seleccionar la 
T óptima para trabajar. El rango evaluado fue de 50-65°C, utilizando las temperaturas 
de trabajo (definidas automáticamente por el equipo): 50°C, 55°C, 59,5°C y 65°C. El 
protocolo elegido se detalla a continuación: 
1° paso: 95,0°C por 5’ 
2° paso: CICLOS (n: 35), constituidos por 3 etapas:  
2.1- Desnaturalización: 95°C por15’’ 
2.2- Annealing: rango 50-65°C, 30   
2.3- Extensión: 72°C por 15’’ Plate Read (lectura) 
3° paso: Extensión final: 72,0°C por 10’ 
4° paso: Curva de melting: rango de 40°C a 95°C, con aumentos de 0,5°C cada 5’’. Plate 
Read (lectura). 
 
A continuación, se presenta a modo de ejemplo la curva de amplificación de las 
concentraciones directa y dilución 1/10, la tabla con valores de Cq y la curva de melting 
obtenidas para el par de primers del género Salmonella, en el rango de temperaturas de 
annealing evaluadas: 
























Curva de melting: 
 
 La T° de melting (79,5°C) es la misma para todos los productos de amplificación 
obtenidos. 
 
2°- Constatación de ausencia de amplificación inespecífica (formación de dímeros 
de primers) o cruzada (amplificación de DNA de un género microbiano diferente 
al de interés). 
Una vez seleccionada la T° de annealing óptima, se analizó que a esa T° no existiera 
otra amplificación que no fuera la del DNA de interés para cada caso; por lo que se 
evaluaron cada par de primers con todos los DNA, de forma individual. En los casos en 
que fue necesario (la amplificación no era específica), se realizó un reajuste de la T de 
annealing y diluciones en la concentración del DNA de trabajo. 
A continuación, se detallan los pasos seguidos para cada uno de los primers: 
-Primers de L. salivarius 1234C: 
T annealing 59,5°C y DNA de todos los microorganismos a evaluar en la muestra de 
materia fecal, en concentración directa. Resultado: sólo amplificó el DNA de L. salivarius 
1234C. 
-Primers para L. plantarum (L. plantarum 1235C): 













T annealing DNA Concentración 
directa 




   
65°C Sólo amplificaron 
los aislados L. 
plantarum 





1234C y 1235C 
 Amplificaron los 
aislados L. 
plantarum 
1234C y 1235C 
 
 




 Amplificaron los 
aislados L. 
plantarum 
1234C y 235C 
 
Sólo amplificó L. 
plantarum 
1235C 





-Primers para Escherichia coli: 
T annealing 65°C y DNA de todos los microorganismos a evaluar en la muestra de 
materia fecal, en concentración directa. Resultado: Sólo amplificó el DNA de Escherichia 
coli. 
 




DNA Concentración directa Dilución 1/20 
59,5°C Amplificó Clostridium sp. y E. coli Sólo amplificó 
Clostridium sp. 
65°C Sólo amplificó Clostridium sp. (pero a valores 
de Ct elevados) 















-Primers para Enterococcus sp.:  
Se resume el trabajo realizado en el siguiente cuadro. 
T annealing DNA Concentración 
directa 
Dilución 1/20 Dilución 1/50 Dilución 1/100 
50°C  Amplificó 
Enterococcus 
sp., Salmonella 
sp. (control-) y 
agua (NTC), 
pero hubo pico 






sp. (control-) y 
agua (NTC), 
pero hubo pico 





Primers a 0,15 uM (menor conc.): 
amplificó Enterococcus sp. a la 
dilución 1/20 y 1/50, y además 
Salmonella sp. y agua. Curva de 
melting sólo del Enterococcus.  
55,9°C   Amplificó 
Enterococcus 
sp., Salmonella 
sp. (control-) y 
agua (NTC), 
pero hubo pico 






sp. (control-) y 
agua (NTC), 
pero hubo pico 




 Primers a 0,15 uM (menor conc.): 
amplificó Enterococcus sp. a la 
dilución 1/20 y 1/50, y además 
Salmonella sp. y agua. Curva de 
melting sólo del Enterococcus 




Salmonella sp. y 
L. plantarum 










-Primers para Bifidobacterium sp.: 
 T annealing 65°C y DNA de todos los microorganismos a evaluar en la muestra de 
materia fecal, en concentración directa (más DNA de Bifidobacterium, dilución 1/20). 
Sólo amplificó el DNA de Bifidobacterium, en las dos concentraciones evaluadas. 
 
-Primers para Salmonella sp.: 
T annealing 65°C y DNA de todos los microorganismos a evaluar en la muestra de 







A modo de resumen, se presentan en la siguiente tabla las concentraciones y las T° de 
annealing seleccionadas para hacer las determinaciones mediante qPCR: 
 
Microorganismo Concentració
n de DNA 
T annealing (°C) 
L. salivarius 1234C  Directa 59,5 
L. plantarum 1235C 1/50 o 1/100 67 
Escherichia coli  Directa 65 
Clostridium  1/20 59,5 
Enterococcus sp.   
Bifidobacterium Directa 65 
Salmonella  Directa 65 
 
 3°- Evaluación de la presencia de diferentes concentraciones de todos los DNA 
para constatar que no hay interferencia en cada amplificación individual  
 Se evaluó si la presencia de otros DNA en la mezcla de reacción afecta la amplificación. 
Iniciamos el ensayo con la mezcla de sólo dos DNA, para luego complejizarla hasta 
llegar a la mezcla de todos los DNA (que sería lo más cercano a las condiciones reales 
en la materia fecal). 
A continuación, se observa, a modo de ejemplo, los cálculos realizados para evaluar 
estas mezclas complejas. No se incluyeron Enterococcus sp. ni L. plantarum 1235C, 
que fueron los dos géneros donde encontramos más inconvenientes durante la 


















































































1:5 0,2ul E.coli 
+1ul Bifid 
 
































1:5 0,2ul Bifid 
+1ul agua 
 





























1:5 0,2ul Clostri 
+1ul Bifid 
 
































1:5 0,2ul 34C 
+1ul Bifid 
 











1:5 0,2ul 34C 
+1 ul agua 
 
1:10 0,2ul 




Al trabajar con soluciones de DNA de diferente concentración (con un rango amplio entre 
14,7 ng/µl y 109,9 ng/µl), se estandarizaron las mismas llevándolas a una concentración 
de 5 ng/µl, en un volumen final de 40 µl. 
 
 
Las mix de cada una de las relaciones de DNA a evaluar (1:5 y 1:10) se prepararon 





• Mix de DNA en relación 1:5 (volumen de “DNA TOTAL” en la mezcla: = 0,2 µl 
DNA a evaluar+1 µl DNA “externo”) 
 
Master mix: 10 ul                          10 ul 
Primer Forward: 0,6 ul                 0,6 ul 
Primer Reverse: 0,6 ul                  0,6 ul 
DNA: 1 ul                                     1,2 ul 
Agua: 7,8 ul                                  7,6 ul 
TOTAL:   20 ul                              20 ul 
 
Para las fosas de control (+), donde solo se adicionó el DNA que debía levantar, el 
volumen total de “DNA” fue de 0,2 ul + 1 ul de agua. 
 
• Mix de DNA en relación 1:10 (volumen de “DNA” en la mezcla: 0,2 µl DNA a 
evaluar+2 µl DNA “intruso”) 
 
Master mix: 10 ul                          10 ul 
Primer Forward: 0,6 ul                 0,6 ul 
Primer Reverse: 0,6 ul                  0,6 ul 
DNA: 1 ul                                     2,2 ul 
Agua: 7,8 ul                                  5,6 ul 
TOTAL:   20 ul                              20 ul 
 
 
A modo de ejemplo, se presenta a continuación las curvas obtenidas para los primers 
de Salmonella sp., E. coli y Bifidobacterium sp. en concentración directa en las corridas 
(no se hicieron las diluciones 1/10), donde el Ct del ADN de la bacteria individual, debe 








Primers de Salmonella: 
 









   
Seguidamente se inició la evaluación de la presencia de los DNA de Salmonella sp., 
Bifidobacterium sp., y E. coli en cada mezcla de reacción con cada par de primers, por 
duplicado y con un control (+). 
 


















Para el caso de los primers de Clostridium sp., L salivarius 1234C y L plantarum 1235C, 
se presentan los valores de Cq, las curvas de amplificación y y las curvas de melting 











En resumen, se evaluó la especificidad de la amplificación respecto a cada bacteria en 
particular, aún en presencia de otras bacterias de diferente género (ya que sería una 
aproximación a la situación real que se presenta en la materia fecal, donde hay una 
amplia diversidad de microorganismos). Se obtuvieron resultados positivos para todos 
los géneros evaluados, a excepción de los lactobacilos, en donde se observó que no 
hay amplificación específica (salvo que se trabaje a T de annealing muy elevadas y 
realizando diluciones del DNA). 
Dada la gran cantidad de trabajo que es necesario realizar en cada etapa, se decidió 
optimizar tiempos y recursos, continuando con el estudio de dos cepas patógenas (como 
son Salmonella y E. coli) y los lactobacilos que forman parte del probiótico administrado. 
 
 4°- Evaluación de la posible interferencia de la matriz (materia fecal) en la 
extracción/amplificación del DNA. 
 
Para evaluar la posible interferencia de la matriz en el proceso de extracción, se realizó 
el “spiking” de la materia fecal: se inocularon diferentes bacterias (E. coli y Salmonella, 
tanto el cultivo microbiano como su DNA) en distintas concentraciones; se extrajo el 
DNA total y finalmente se realizó la amplificación por qPCR, con los primers 
correspondientes.  
También se realizó la inoculación de DNA de cultivos puros en muestras de DNA 
extraído de materia fecal, a fin de evaluar la presencia de interferentes propios de la 
matriz, que podrían quedar junto al DNA eluído. 
Fue necesario evaluar diferentes técnicas de extracción con el fin de encontrar la más 
adecuada para el tipo de muestra: se ensayó con un paso previo de inmersiones 
sucesivas en nitrógeno líquido, lavados previos con PBS o centrifugación de la muestra 
antes de pasar el líquido a la columna de separación. Estos pasos extra se realizaron, 
junto al kit de extracción, a partir de muestras de materia fecal, materia fecal inoculada 
con DNA bacteriano y materia fecal inoculada con cultivo microbiano.  
A partir del trabajo realizado en este inciso se concluyó que para determinar la presencia 
de E coli en las muestras, debe evaluarse el DNA en concentración directa (sin 
diluciones); pero para el caso de Salmonella, la muestra se evalúa en concentración 









 5°- Obtención de las curvas estándar del rango dinámico para cada especie a 
estudiar, a partir de cultivos microbianos puros. 
 
Se realizaron las curvas estándar para el género Salmonella y para E. coli, las cuales 
deben repetirse a fin de obtener una recta confiable con varios puntos (mínimo 5). La 
misma se construye a partir de un cultivo microbiano, del cual se realizan diluciones 
seriadas en solución fisiológica seguido de la extracción de DNA, utilizando el protocolo 
correspondiente al kit de extracción. Luego, se realiza la amplificación por qPCR y de 
acuerdo a los valores de Ct obtenidos, se construye la recta Ct vs log Concentración 
(UFC/ml), la cual permite determinar la concentración del microorganismo en las 
muestras.  
Respecto al avance del análisis de la presencia de L. salivarius CM-CIDCA 1234C y L. 
plantarum CM-CIDCA 1235C, se secuenciaron los amplicones obtenidos, a fin de poder 
determinar si las amplificaciones fueron específicas o no. Y en base a esos resultados, 
se evaluó el camino a seguir para su determinación en la materia fecal. 
 
 6°- Extracción de DNA de muestras de materia fecal para determinar la 
concentración de la población microbiana a evaluar. 
 
Se realizó la extracción de las muestras de materia fecal (cuatriplicados por tratamiento) 
marcadas con una cruz en las siguientes tablas:  
 
1° ensayo in vivo 
 (MARZO-ABRIL 2018) 
1° sacrificio 




 (día 44) 
Grupo 105 UFC/ml tricepa    
Grupo 107 UFC/ml tricepa X X X 
Grupo Control X X X 
 








Grupo 108 UFC/ml  
L. plantarum CIDCA 83114 
X X X 
Grupo 105 UFC/ml 
 L. plantarum CIDCA 83114 
   
Grupo 107 UFC/ml tricepa    
Grupo Control X X X 
 








4. Conclusiones Generales 
 
Como conclusión del estudio desarrollado hasta este punto, podríamos afirmar que se 
seleccionó y verificó la especificidad de los primers utilizados, se puso a punto un 
protocolo de extracción de DNA a partir de muestras de materia fecal y, finalmente, se 
realizaron las extracciones de DNA de las muestras seleccionadas. 
 
 
5. Referencias bibliográficas 
 
- Dorak T 2006 (Ed.) Real Time qPCR. Taylor & Francis, UK, 329 P. ISBN 0–203–96731–
3 Master e-book ISBN.  
- Huijsdens XW, Linskens RK, Mak M, Meuwissen SGM, Vandenbroucke-Grauls CMJE, 
Savelkoul PHM (2002). Quantification of Bacteria Adherent to Gastrointestinal Mucosa 
by Real-Time PCR.  Journal of Clinical Microbiology, 40(12): 4423–4427. DOI: 
10.1128/JCM.40.12.4423–4427.2002 
- Kasturi KN & Drgon T (2017). Real-time PCR method for detection of Salmonella spp. 
in environmental samples. ApplIied Environmental Microbiology. 83:e00644-
17. https://doi.org/10.1128/AEM.00644-17. 
- Rinttila, T., Kassinen, A., Malinen, E., Krogius, L, Palva, A. (2004). Development of an 
extensive set of 16S rDNA-targeted primers for quantification of pathogenic and 
indigenous bacteria in faecal samples by real-time PCR. Journal of Applied Microbiology 
,97: 1166–1177. 
-  Fu CJ, Carter JN, Li Y, Porter JH, Kerley MS (2006). Comparison of agar plate and 
real-time PCR on enumeration of Lactobacillus, Clostridium perfringens and total 












Constancia de aprobación de los protocolos de 
utilización de animales expedidos por el Comité 
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales 









   
Anexos 
 
294 
 
 
Anexos 
 
295 
 
 
